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‘‘We now understand that it is not sufficient to identify a tumor based on histology or the organ 
or origin as we have done traditionally, but rather we now need to understand the particular 
molecular driver of the tumor and select the appropriate therapy.’’ 
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AEMPS  Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios 
AJCC   American Joint Committee on Cancer 
AKT    Proteín kinasa B o PKB 
BAP1  BRCA1 associated protein-1 
BRAFi  Inhibidor de BRAF 
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CEC  Carcinoma epidermoide cutáneo 
CFC  Cardio-facio-cutáneo 
c-Kit   Receptor del factor de crecimiento de células madre 
c-Met  Receptor tirosín-kinasa del hepatocyte growth factor  (llamado también HGFR) 
CTLA-4   Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 
DTIC  Dacarbacina 
EGFR   Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
EMA  European Medicines Agency (Agencia Europea del Medicamento)   
ERK   Extracellular-signal-regulated kinase 
FAS   Antígeno de apoptosis 1 
 
FasR  Receptor  Fas 
FDA   Food and Drug Administration  
FLT-3  Fms-related tyrosine kinase-3 o fetal liver kinase (también llamado CD135) 
GIST  Tumor gastrointestinal estromal 
GNA11  Guanine nucleotide-binding protein (proteína G) Alpha 11 
GNAQ  Guanine nucleotide-binding protein (proteína G) Alpha-Q 
GTPasa  Guanosina trifosfatasa   
H-E  Hematoxilina-eosina 
HMB-45 Human Melanoma Black 45  
HPV  Virus del papiloma humano 
HRAS  Harvey-RAS 
IL-2  Interleucina 2 
IGF-1R  Receptor 1 del factor de crecimiento de insulina 
KRAS  Kirsten-RAS 
LMM  Léntigo melanoma maligno 
MAPK   Proteín-kinasas mitógeno-activadas 
MART-1 Melanoma associated antigen recognized by T-cells (también llamado Melan-A) 
MCR   Receptor de la melanocortina 
MEK   Mitogen-activated protein kinasa-ERK 
MEKi  Inhibidor de MEK 
MES  Melanoma de extensión superficial 
MLA  Melanoma lentiginoso acral  
MMII  Miembros inferiores 
 
MMSS  Miembros superiores 
MN  Melanoma nodular 
MTIF   Factor de transcripción asociado a microftalmia 
NA  No alcanzado 
NRAS  Neuroblastoma-RAS  
OMS  Organización Mundial de la Salud 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 
PD1  Programmed cell death 1 protein 
PD-L1  Ligando 1 de la proteína programmed cell death 
PDGFR   Receptor del factor de crecimiento derivado plaquetas 
PTEN  Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-kinase 
POT-1  Protection of telomeres protein-1 
QAc  Queratoacantoma 
RAF   Rapidly accelerated fibrosarcoma kinase  
RAS   RAt Sarcomas  
RASWT     RAS wild type o ausencia de mutación en RAS 
RTKs   Receptores tirosín-kinasa  
RT-qPCR PCR a tiempo real 
SE  Supervivencia específica 
SG  Supervivencia global 
SLP  Supervivencia libre de progresión 
TERT  Telomerasa transcriptasa reversa 
 
UV   Ultravioleta 
VE1  Anticuerpo anti-BRAFV600E 
VEGFR   Receptor del factor del endotelio vascular 
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En 1876 Robert Koch descubrió y comunicó al mundo que las enfermedades infecciosas no 
estaban causadas por sustancias misteriosas, sino por microorganismos específicos denominados 
bacterias. Dicho descubrimiento junto con el posterior desarrollo de antibióticos permitió un 
tratamiento dirigido y específico frente al agente causal de la enfermedad que redujo 
enormemente la mortalidad por estas patologías. 
En 2002 Davies y cols2 identificaron BRAF como un oncogén de gran relevancia en el cáncer 
humano. Se describió entonces una incidencia de mutaciones en BRAF muy superior en el 
melanoma cutáneo frente a otros tumores. Se apuntaba ya en ese artículo la utilidad que un 
tratamiento dirigido específicamente contra la actividad de BRAF podría tener importancia en el 
manejo del melanoma metastásico.   
No fue hasta ocho años después cuando Flaherty y colaboradores3 mostraron la efectividad de los 
inhibidores de BRAF en el tratamiento de estadios avanzados del melanoma. Se estableció 
entonces una nueva era en el tratamiento de dicha patología, una era en la que el tratamiento no 
se dirigía indiscriminadamente frente a la división celular, sino que se trataba de un tratamiento 
personalizado dirigido a las células portadoras de la mutación BRAF.  
Mucho se ha publicado desde entonces sobre esta mutación en el melanoma cutáneo, pero 
sorprendentemente son pocas o casi inexistentes las publicaciones referidas al estudio de la 
mutación en el tejido metastásico. Asumimos que si el tumor primario se encuentra mutado 
también lo estará la metástasis, pero dicha afirmación requiere una validación científica y ese ha 














1. EPIDEMIOLOGÍA DEL MELANOMA 
El melanoma cutáneo representa aproximadamente el 1,5% de los tumores en ambos sexos4 pero 
es el tumor responsable de más del 80% de las muertes por cáncer cutáneo5. Su frecuencia es 
mayor en países desarrollados, con altos niveles de irradiación solar y con una población 
caucásica no autóctona. En EEUU se trata de la tercera neoplasia más prevalente en varones6, 
afectando a un 7% mientras que en Europa es más frecuente entre las mujeres diagnosticándose 
aproximadamente 60.000 casos nuevos al año7, 8.  
 En España se diagnostican unos 3.600 nuevos casos anualmente según los datos de GLOBOCAN, 
reportándose algo más de 600 fallecimientos por melanoma. La tasa ajustada de incidencia es de 
5’2 casos por 100.000 habitantes y año9. Dicha incidencia se puede considerar elevada, con un 
ascenso muy importante especialmente desde los años 90. Se trata además de la segunda y 
tercera neoplasia maligna más frecuente en mujeres y hombres, respectivamente, de entre 20-29 
años6. El melanoma es también el tumor cuya incidencia ha experimentado un mayor crecimiento 
en varones en las últimas décadas, sólo superado por el cáncer de páncreas10-12. Estos datos han 
generado una alarma médica y social, que ha supuesto una mejoría en la prevención y el 
tratamiento de la enfermedad, condicionando así que la mortalidad permanezca estable en las 
estadísticas.  
 La exposición solar ha sido identificada como el único agente ambiental causal12, incluyendo en 
ésta la exposición artificial en cabinas de rayos UVA. La piel clara, el número de nevus adquiridos y 
la presencia de nevus displásicos son los factores de riesgo constitucionales asociados12. Por otro 
lado, algunos estudios muestran que hasta un 11% de los pacientes afectados por melanoma en 
España  tienen antecedentes familiares de melanoma13-15.  
No se dispone de información actualmente sobre la distribución por estadios, aunque desde el 
año 1997 se encuentra en activo el Registro Nacional de Melanoma Cutáneo8. En un estudio 
reciente la supervivencia a los 5 años del diagnóstico se estima en un 85%16, indicando que la 
mayoría de los tumores se detectan en estadios precoces. La elevada tasa de curación del 
melanoma cutáneo diagnosticado en fase temprana aleja esta enfermedad de los primeros 
puestos de mortalidad debida al cáncer11, 16. Este pronóstico es mucho más sombrío en los 
estadios avanzados, dado que se trata de una patología con un curso agresivo y una elevada 







2. LA VÍA DE LAS MAPK: BASE MOLECULAR DE LA ACTIVACIÓN EN EL MELANOMA 
La vía de las proteínas kinasas mitógeno activadas, también conocida como vía de las MAPK, 
desempeña un papel fundamental en la supervivencia, crecimiento y migración celular. Actúa 
como mecanismo de transducción de las señales de la superficie celular hasta el núcleo, mediante 
procesos de fosforilación.  
La disregulación en esta vía en forma de activación constitutiva es un evento frecuente en muchos 
tumores humanos17. En los últimos años la vía de las MAPK se ha identificado como una vía de 
gran relevancia en la estimulación del crecimiento del melanoma, de forma tal que pueden 
hallarse mutaciones activadoras en la mayor parte de los melanomas cutáneos2.  
La activación de la vía de la MAPK puede producirse por la adhesión de las integrinas a la matriz 
extracelular o por la unión de ligandos (factores de crecimiento) a los receptores tirosín-kinasa 
(RTKs). Estos fenómenos dan lugar a la activación de la guanosina trifosfatasa (GTPasa) RAS (RAt 
Sarcomas) en la cara interna de la membrana celular.  
 







Los RTKs capaces de activar RAS son una amplia familia, entre ellos encontramos18-20:  
 Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 
 Receptor del factor de crecimiento derivado plaquetas (PDGFR) 
 Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFR) 
 Receptor del factor de crecimiento de células madre (c-Kit) 
 Receptor del factor de crecimiento del hepatocito (c-Met o HGFR) 
 Fms-related tirosin kinasa-3 (FLT-3) 
 Receptor del factor neurotrófico derivado de células gliales codificado por el 
protooncogén RET.  
 
Tras activarse, RAS actúa sobre sus proteínas efectoras siendo las mejor caracterizadas RAF 
(rapidly accelerated fibrosarcoma kinase) y PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase), aunque 
actualmente se sabe que RAS es capaz de activar otras vías de señalización21. Con la activación de 
RAS, la proteína BRAF es reclutada a la membrana celular donde es fosforilada, tras lo cual se 
dimeriza consigo misma (homodimerización) o con otro miembro de la familia RAF como CRAF 
(heterodimerización)22. La culminación de la cascada se produce con la posterior activación 
mediante fosforilación de MEK (mitogen-activated protein kinase-ERK) y ERK (extracellular-signal-
regulated kinase) que, a su vez, activa mediante la fosforilación a sus objetivos en el núcleo y 
citoplasma celular (Fig.1). 
La activación de ERK da lugar al aumento en la proliferación (mediante inactivación de los genes 
supresores tumorales o disminución de las kinasas ciclina-dependientes), la supervivencia 
(mediante la modulación del factor de transcripción asociado a microftalmia - MTIF), la protección 
frente a la apoptosis inducida por FAS, la angiogénesis y la capacidad de invasión y metástasis 
debida a la remodelación de la matriz extracelular23. 
Por otro lado, la activación de PI3K puede producirse directamente por RTKs o a través de RAS. 
Dichos procesos producen la fosforilación que finalmente resulta en la activación de AKT (protein-
kinasa B o PKB).  Esta vía controla la supervivencia celular y la apoptosis, la organización del 
citoesqueleto y la quimiorresistencia tumoral24, 25. Este proceso se encuentra  a su vez regulado 
por la proteína supresora tumoral PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome ten)(Fig.1). 
La activación constitutiva de la vía MAPK puede deberse a mutaciones en RAS o BRAF,  así como a 






aumento en el acoplamiento de RTKs (por ejemplo c-Kit) con las proteínas RAS, la sobreexpresión 
de factores de crecimiento o la disminución de supresores de ERK.  
La mutación en RAS fue la primera mutación asociada al melanoma que se identificó26, 27. La 
subfamilia RAS está constituida clásicamente por tres componentes: HRAS (Harvey-RAS), NRAS 
(Neuroblastoma-RAS) y KRAS (Kirsten-RAS). Las mutaciones en el gen KRAS son frecuentes en las 
neoplasias malignas de colon o pancreáticas en humanos17, 28 y en el gen HRAS se han hallado en 
nevus de Spitz29,  pero es la mutación en NRAS la más frecuente en el melanoma27, aunque en un 
bajo porcentaje (10-18%)26, 30-33. Dicha mutación también ha sido hallada con una alta frecuencia 
en nevus congénitos34.   
La subfamilia RAF se compone de tres elementos: BRAF, CRAF y ARAF. Los mediadores más 
importantes en la activación son BRAF y CRAF35. Las mutaciones en BRAF son, por sí solas, capaces 
de producir la activación constitutiva de la vía, mientras que las mutaciones en CRAF (también 
llamada RAF1) requieren de eventos adicionales36. Esto explicaría por qué las mutaciones en BRAF 
son las más frecuentes de esta subfamilia en el melanoma, encontrándose en más del 50% de los 
casos2. Dichas mutaciones pueden presentar la capacidad de activar MEK y ERK en ausencia de 
activación RAS o de activar CRAF37. Las mutaciones en NRAS y BRAF se consideran mutuamente 
excluyentes en el melanoma cutáneo32, 38-40, aunque su presencia conjunta ha sido descrito en 
nevus41 y en 3 casos de melanoma familiar con mutación del gen CDKN2A (inhibidor 2A de kinasa 
dependiente de ciclina) responsable de la producción de la proteína reguladora del ciclo celular 
p1642.  
La mutación somática en el gen supresor tumoral PTEN situado en el cromosoma 10q, que actúa 
inhibiendo la activación de AKT, ha sido descrita en el 5-20% de los melanomas43 así como en 
numerosos tumores. También se observa conjuntamente con mutaciones en BRAF44, 45. Su 
mutación germinal se asocia a síndromes hereditarios con alto riesgo de cáncer como el síndrome 
de Cowden, la enfermedad de Lhermitte-Duclos y el síndrome de Bannayan-Zonana.  
Otras alteraciones genéticas menos comunes como la amplificación de la ciclina D1 (CCND1) y la 
mutación en la kinasa ciclina-dependiente 4 (CDK4) se describen en el melanoma en asociación 
con la mutación BRAF45-47. La mutación en el factor de transcripción asociado a microftalmia 
(MITF) también ha sido descrita en melanoma cutáneo48, 49 y mutaciones en la vía de las MAPK 
podrían regular su fosforilación y reclutamiento37. En el melanoma uveal, la activación de la vía de 







3. LA MUTACIÓN BRAF  
La proteína BRAF es uno de los miembros de la vía de las MAPK que más fácilmente se activa con 
RAS50, 51. Su actividad kinasa basal es además superior a la observada en otros miembros de la 
misma familia52, 53.  Esto podría explicar por qué la mutación somática que afecta a BRAF es tan 
frecuente en los tumores humanos2.  
La alteración en la proteína BRAF produce una activación constitutiva de la vía de las MAPK 
evitando así la necesidad de activación por parte de RAS. Su mutación genera una actividad kinasa 
de la proteína diez veces superior a la forma no mutada (BRAFWT)2, 54, conduciendo a la 
proliferación neoplásica mediada por una transcripción continuada. La mutación somática en el 
oncogén BRAF se ha mostrado más frecuente en el melanoma cutáneo que en otros tumores2. Ha 
sido identificada en el 50-70% de los melanomas, siendo con diferencia la más frecuente en el 
melanoma cutáneo respecto a otras como NRAS, p16 o p5355, 56.  
La kinasa BRAF se encuentra codificada en el oncogén BRAF en el cromosoma 7q342. Se trata de 
un gen constituido por 18 exones. De entre las mutaciones en el gen BRAF, la mutación en un 
nucleótido en el codón 600 (V600E) en el exón 15 causante de la sustitución de valina por ácido 
glutámico (GTG>GAG) en la proteína, es la más frecuente ocurriendo hasta en el 85-90% de los 
casos2, 45, 57. La segunda mutación en frecuencia (V600K) es la que da lugar a la sustitución de 
valina por lisina (GTG>AAG) con hasta un 20-21% de los casos mutados58-61, habiéndose registrado 
una mayor prevalencia en algunas poblaciones58, 61. Otras mutaciones como V600R (GTG>AGG), 
V600D (GTG>GAT), V600E2 (GTG>GAA), V600A, V600G, K601N, K601E, L597R, L597Q, G596R, 






Fig.2.-Estudio mediante secuenciación de Sanger del exón 15. A. 









A diferencia de los cambios de bases objetivados en la formación de dímeros de pirimidina, 
relacionados con el cáncer de piel no melanoma, esta mutación no ha podido atribuirse a la 
exposición solar2, 64, 65. De hecho se ha descrito su presencia en nevus congénitos66-69, nevus 
adquiridos en áreas no fotoexpuestas66 y en otros tumores internos2, 57, 70-81, todos ellos sin 
relación con la exposición solar.  
Hasta el momento se ha referido una mayor frecuencia de la mutación en melanomas invasores y 
metastásicos (29-50%) frente a melanomas in situ (5.6-10%)38, 62, hecho que por otro lado puede 
ser atribuido a una mayor frecuencia de lesiones de tipo léntigo melanoma en el último grupo. Se 
han hallado también mutaciones en BRAFV600 en hasta un 89% de nevus benignos38, 41, 66, lo cual 
hace suponer que la mutación por sí sola no es suficiente para iniciar el melanoma. De hecho, la 
mayoría de los melanomas se inician de novo y no sobre una lesión névica preexistente.  
Algunos estudios demuestran la presencia de la mutación en nevus congénitos (86-88%), 
compuestos (70%), intradérmicos (88%) y displásicos (80%), aunque con un pequeño tamaño 
muestral41.  En el caso de los nevus congénitos se ha apuntado que aquellos de menor tamaño 
(<1’5cm) presentan tasas mutacionales superiores a los de mayor tamaño (≥1’5cm) que, en 
cambio, presentaban con más frecuencia mutaciones en NRAS34, 66, 68, 82. Esta diferencia podría 
explicarse por el hecho de que los nevus de pequeño tamaño son en ocasiones mal definidos por 
los pacientes como presentes en la infancia, no sucediendo así con los nevus de gran tamaño. En 
un reciente estudio se indica que los nevus congénitos mostrarían mutaciones en NRAS pero no 
en BRAF, siendo aquellos nevus congénitos con mutaciones en BRAF realmente nevus adquiridos 
con patrón histológico tipo nevus congénito34. La superposición clínica e histopatológica de 
algunos de estos nevus congénitos de menor tamaño con nevus adquiridos hace difícil determinar 
la frecuencia real de la mutación en estas lesiones. En cualquier caso la presencia de la mutación 
BRAF no parece relacionarse con el riesgo de desarrollar melanoma sobre nevus congénito66, 82. 
Resulta interesante la ausencia de mutaciones BRAF en la mayor parte de los pacientes 
estudiados con melanoma familiar83, 83, no considerándose actualmente un gen de susceptibilidad 
para el desarrollo de melanoma.  También lo es el hallazgo de la mutación germinal en BRAF 
(distinta de la V600E), así como en otros puntos de la vía de las MAPK, en algunos síndromes que 
actualmente se han agrupado en el término “rasopatías” por su frecuente alteración en RAS84, 85 
(tabla 1 y fig.3). Estos síndromes, a diferencia de lo que sucede con el alto potencial maligno de 
las mutaciones somáticas, se caracterizan por alteraciones en el desarrollo del individuo con 






alteraciones cutáneas86.  De entre las alteraciones cutáneas del síndrome Cardio-Facio-Cutáneo 
(CFC)87-90 es destacable el hecho de que estos pacientes presenten múltiples nevus pigmentados e 
hiperqueratosis folicular que, como veremos más adelante, son también efectos secundarios que 
se observan en pacientes tratados con inhibidores de BRAF. La superposición clínica de estas 
enfermedades podría explicarse por la repercusión de las mutaciones en los mediadores 
subsecuentes en la vía de las MAPK, manteniendo un fenotipo similar en todas ellas.  
 
 
SÍNDROME PROTEÍNA AFECTADA ALTERACIONES CUTÁNEAS 
Sd. Noonan SHP2,  SOS1, KRAS, 
CRAF, MEK1 




KRAS, BRAF,  MEK1, 
MEK2 
Manchas café con leche. Hiperqueratosis folicular. Nevus adquiridos. 
Xerosis cutánea. Uleritema ofriógenes. Pelo rizado y escaso.  
Sd. LEOPARD SHP2, KRAS, CRAF,   Manchas café con leche. Efélides. 
Sd. Costello HRAS, KRAS Hiperpigmentación cutánea. Laxitud. Pliegues palmares marcados. 
Verrugas periorificiales.  
Neurofibrom
atosis tipo 1 
Neurofibromina Manchas café con leche. Efélides en pliegues. Neurofibromas. Nevus 
anémicos. Otros tumores cutáneos benignos.  
Sd. Legius SPRED1 Manchas café con leche. Efélides. Lipomas. 
 
Tabla.1.- Alteraciones cutáneas y moleculares en los síndromes asociados a mutaciones germinales en la 





Respecto a otros tumores, se ha detectado la mutación somática en BRAFV600 en el 
adenocarcinoma de colon2, 73 esófago77 y estómago76,  carcinoma papilar de tiroides71, 80, 81, 
gliomas2, adenocarcinomas pulmonares2, 57, 79, 91, sarcomas2, colangiocarcinoma78, ovario2, 72, 
mama2 y neoplasias hematológicas74, 75, 92.   Todos ellos presentándola en menor frecuencia que el 


























4. NUEVA CLASIFICACIÓN MOLECULAR DEL MELANOMA 
La descripción original del melanoma por Rene´Laennec en 181293 subdividía ya esta entidad en 
dos subtipos, la forma firme y la forma blanda. Desde entonces muchas clasificaciones han 
surgido, siendo la más aceptada en las últimas décadas la llamada clasificación clásica del 
melanoma cutáneo94, 95 que se basa en criterios morfológicos y que ha sido recientemente 
revisada por la OMS96. Esta clasificación, actualmente la más utilizada en la práctica clínica, 
distingue cuatro tipos de melanoma cutáneo principalmente: 
1) Léntigo melanoma maligno (LMM): presenta una fase de crecimiento radial muy 
prolongada, pudiendo desarrollar posteriormente una fase de crecimiento vertical. 
Histológicamente los melanocitos se caracterizan por un crecimiento lentiginoso 
formando unidades solitarias a lo largo de la capa basal de la epidermis, que dificulta la 
delimitación entre el componente in situ del melanoma y la piel perilesional.  
Frecuentemente invade estructuras anexiales como los folículos pilosos.  
2) Melanoma de extensión superficial (MES): presenta una fase de crecimiento radial 
prolongada, pudiendo desarrollar posteriormente una fase de crecimiento vertical. 
Histológicamente se caracteriza por melanocitos de gran tamaño, que se agrupan 
formando pequeños agregados o nidos; la presencia de estas células dispersas por la 
epidermis (similar a los hallazgos objetivados en la enfermedad de Paget) se denomina 
distribución “pagetoide”.  
3) Melanoma lentiginoso acral (MLA): patrón similar al anterior pero desarrollado en zonas 
acras. Suele asociar con más frecuencia el desarrollo de fase de crecimiento vertical. 
Frecuentemente invade estructuras apendiculares como las glándulas sudoríparas. 
4) Melanoma nodular (MN): fase de crecimiento radial menos significativa, presenta una 
fase de crecimiento vertical acelerada.  
       
Fig.4.- Clasificación clásica del melanoma cutáneo: léntigo melanoma maligno (A), melanoma de 






Otros melanomas no englobados en estos grupos incluyen el melanoma desmoplásico, melanoma 
spitzoide, melanoma nevoide, melanoma sobre nevus congénito y nevus azul, melanoma en la 
infancia, melanoma de mucosas y melanoma uveal.  
La estadificación tumoral actual del melanoma se encuentra definida fundamentalmente por 
criterios anatomopatológicos, particularmente el grado de invasión dérmica (índice de Breslow), 
la ulceración y el número de mitosis de la lesión primaria1, 96, 97, sin incluir los subtipos 
morfológicos dentro de estos criterios.  
La clasificación morfológica, aunque de utilidad en el diagnóstico clínico-patológico y pronóstico, 
no ha mostrado ninguna repercusión en el tratamiento. La estadificación basándose en criterios 
anatomopatológicos, sí tiene influencia en el pronóstico y tratamiento del melanoma cutáneo, 




Tabla.3.- Estadificación TNM del melanoma cutáneo de la AJCC
1. Mtx = metástasis.  
        
Estadio 0 Tis N0 M0 Estadio IIIA T (1-4)a N1a M0 
Estadio IA T1a N0 M0  T (1-4)a N2a M0 
Estadio IB T1b N0 M0 Estadio IIIB T (1-4)b N1-2a M0 
 T2a N0 M0  T (1-4)a N1-2b M0 
Estadio IIA T2b N0 M0  T (1-4)a N2c M0 
 T3a N0 M0 Estadio IIIC T (1-4)b N1-2b M0 
Estadio IIB T3b N0 M0  T (1-4)b N2c M0 
 T4a N0 M0  cualquier T N3 M0 
Estadio IIC T4b N0 M0 Estadio IV cualquier T cualquier N M1 
TUMOR PRIMARIO GANGLIOS LINFÁTICOS REGIONALES METÁSTASIS A DISTANCIA 
Tx No puede ser valorado Nx  No pueden ser valoradas Mx No pueden ser valoradas 
T0 Sin evidencia  N0 Sin evidencia  M0 Sin evidencia   




T1 ≤1mm  a= ulcerado   b= macrometástasis   
  b= no ulcerado N2 2-3 ganglios a= micrometástasis   
T2 1’01-2mm a= ulcerado   b= macrometástasis M1b Mtx pulmonares LDH normal 
  b= no ulcerado N3 ≥4 ganglios o conglomerado 
adenopático o ganglios + mtx  en 
tránsito 
M1c Mtx en cualquier 
otra víscera 
LDH normal 
T3 2’1-4mm a= ulcerado    




T4 >4mm a= ulcerado    
  b= no ulcerado      
Tabla.2.- Estadificación 
del melanoma cutáneo 
según la American 








Recientemente, en numerosos tumores se ha incluido dentro de su clasificación una 
categorización basada en el perfil genético, principalmente según sus mutaciones en oncogenes 
activadores. Algunas de estas patologías son el cáncer de mama (ERBB2 o HER2), carcinoma no 
microcítico de pulmón (EGFR), cáncer colorrectal (KRAS y NRAS), leucemia mieloide crónica (ABL) 
y tumores gastrointestinales estromales (KIT). La presencia además de terapias dirigidas frente a 
determinadas mutaciones o la implicación de estas en el pronóstico del paciente, justifica la 
introducción del test molecular en la práctica clínica diaria oncológica.  
Es por ello que en los últimos años, tras el descubrimiento de la mutación activadora en el 
oncogén BRAF y la relevancia de la vía de las MAPK, la clasificación clínico-patológica del 
melanoma está siendo modificada para integrar las alteraciones moleculares recientemente 
descritas. La actual clasificación molecular del melanoma propuesta por  Bastian y cols45, 98-101  se 
estructura en:  
1) Melanomas cutáneos de piel con exposición solar intermitente: muestran mutaciones en 
BRAF (54-59%) y N-RAS (22%)45, 101. Se considera que ambas mutaciones son mutuamente 
excluyentes39, 44, 45, 70, 102, aunque algunos autores apuntan a la posible coexistencia en 
determinados melanomas42. También se ha objetivado pérdida del cromosoma 10 (PTEN) y 
mutaciones en el receptor de la melanocortina (MCR), asociadas a mutaciones en BRAF.45 
Aquellos que no presentan ninguna de las dos mutaciones tienen con frecuencia 
amplificaciones focales de los genes CDK4 o CCND145.  Este tipo de melanomas no presentan 
mutación en KIT103 y con escasa frecuencia presentan deleciones en p16 /CDKN2A.45  
2) Melanomas cutáneos asociados a exposición solar crónica: presentan una menor incidencia 
de mutaciones BRAF45, 101 (8-11%) y N-RAS45, 101 (15%). Las mutaciones o amplificación en KIT 
ocurren en hasta un 28% de los casos103. Aquellos que no presentan la mutación BRAF o N-
RAS con frecuencia presentan amplificaciones en el gen CCND1. Más raramente estos 
tumores muestran deleciones en p16 /CDKN2A y amplificaciones de CDK445. 
3) Melanomas cutáneos acrales o de piel no expuesta: muestran también una menor incidencia 
de mutaciones BRAF (15%-23%)45, 101 y N-RAS (10%)45. Por el contrario, las mutaciones en KIT 
son más frecuentes, hallándose en hasta un 36-40%103. Estas lesiones presentan con 
frecuencia otras alteraciones como amplificaciones en la CCND1 y CDK4, así como deleciones 
en p16 /CDKN2A45.  
4) Melanomas mucosos: asocian amplificación o mutaciones en KIT en el 39-40%103 de los 
pacientes. Un bajo porcentaje puede presentar mutación en BRAF (11%) y NRAS (5%)45. 






intermitente, deleciones en p16 o amplificaciones en CDK4 (siendo ambas alteraciones 
mutuamente excluyentes)45.  
5) Melanomas uveales, melanomas del sistema nervioso central, melanomas sobre nevus azul, 
nevus azules y otras neoplasias benignas como el nevus de Ota: se han evidenciado 
mutaciones en los genes GNAQ y GNA11 que condicionan alteraciones en las proteínas G. De 
entre estas patologías, GNAQ se encuentra mutado más frecuentemente en el nevus azul 
(hasta un 80%) y GNA11 más frecuentemente en melanomas uveales, presentando esta 
última una baja frecuencia en el nevus azul (<10%). La presencia de mutaciones en BRAF, 
NRAS y KIT en estos melanomas es poco frecuente 104-106.  
 
Fig.5.- Nueva clasificación molecular del melanoma.  A. Melanomas originados en melanocitos 
asociados con epitelio (melanoma sobre piel con exposición solar intermitente, sobre piel con 
exposición solar crónica, acral y mucoso); B. Melanomas originados en melanocitos no asociados 
con epitelio (nevus de Ota, melanoma uveal, nevus azul maligno y melanocitoma) Modificado de: 
Whiteman, Pavan, Bastian. 2011
107
. 
El estudio de las alteraciones genéticas de los distintos tipos de melanoma cutáneo según la 
clasificación de la OMS, ha evidenciado que la mutación BRAF es más frecuente en los subtipos 
MES, mientras que la mutación KIT es más frecuente en los MLA y LMM45, 98, 101, 103, 108. En un 
reciente meta-análisis30, se ha hallado asociación significativa del MN con la presencia de la 
mutación en NRAS, aunque algunos autores apuntan que el MN no sería un subtipo dentro de la 
clasificación, sino una progresión acelerada de los anteriores100. 
Las mutaciones germinales en el gen CDKN2A en el cromosoma 9p21 son las más reconocidas en 
el melanoma hereditario109, 110 y en los pacientes con melanoma múltiple primario111, con hasta un 








con cáncer pancreático en la familia aumenta la posibilidad de la detección de dicha mutación113. 
La deleción que afecta a la proteína p16 es la más frecuente. Otras alteraciones descritas son la 
mutación que afecta a la proteína p14, la producida en el gen CDK4114, en el promotor de la 
telomerasa transcriptasa reversa (TERT)115 y en el gen de protección de los telómeros 1 (POT 1)116, 
117. Debido a la frecuencia de dichas alteraciones genéticas actualmente se recomienda el estudio 
genético de CDKN2A en pacientes con ≥3 melanomas o con ≥2 casos de melanoma o cáncer de 
páncreas en la misma familia62.  
Recientemente, las mutaciones germinales en el gen supresor tumoral BAP1 (BRCA1-associated 
protein-1) localizadas en el cromosoma 3p21 se han relacionado con una susceptibilidad 
aumentada para el desarrollo de melanoma uveal y cutáneo, lesiones cutáneas atípicas 
clínicamente spitzoides con celularidad epitelioide, mesoteliomas con un curso más indolente, 
carcinoma de células claras renales, adenocarcinoma de pulmón, meningiomas y otros tumores118-
120. En estos pacientes, a la mutación germinal de herencia autosómica dominante, se le suma la 
pérdida de heterozigosidad debida a una segunda mutación o delección dando lugar al desarrollo 
de dichos tumores. Los tumores melanocíticos que desarrollan, frecuentemente pierden la 
expresión nuclear de BAP1 y muestran asociada la presencia de la mutación BRAFV600E. Estas 
lesiones melanocíticas fueron inicialmente clasificadas como spitzoides debido a su aspecto 
papuloso con coloración rosa-anaranjada y su celularidad epitelioide de predominio dérmico118. 
Posteriormente la ausencia de cuerpos de Kamino, hipergranulosis, melanocitos fusiformes y 
hendiduras alrededor de los nidos melanocíticos junturales, así como la presencia de mutaciones 
en BRAF (típicamente ausentes en los nevus de Spitz121) en hasta el 88% de estos tumores ha 
hecho que algunos autores sugieran que se trata de una entidad diferente120. Las mutaciones 
somáticas en BAP1 se han descrito en numerosos tumores119.  En las lesiones melanocíticas se ha 
demostrado su presencia en melanoma primario cutáneo (2.5-5%)120, 122, melanoma desmoplásico 
(2.5-22%)120, 122, melanoma metastásico (9%)120,  nevus compuestos123, nevus spitzoides124, 125 y 
nódulos proliferativos sobre nevus congénito (8%) sin haberse hallado en nevus congénitos120. 
La integración de las características clínicas, histopatológicas y genéticas de los melanomas en una 
clasificación común sería de gran utilidad en la valoración conjunta del pronóstico, tratamiento y 
seguimiento de estos pacientes. Algunos autores se atreven ya a postular que la determinación de 
las mutaciones en BRAF debería estudiarse en todos los pacientes con melanoma en estadio IV y 
estadio IIIc irresecable sistemáticamente126, aunque dicha afirmación aún no se encuentra 






5. TRATAMIENTO DEL MELANOMA METASTÁSICO Y LOCALMENTE AVANZADO. 
En los últimos doce años las herramientas terapéuticas disponibles para el tratamiento del 
melanoma y del cáncer en general han variado notablemente. Los antiguos tratamientos para el 
cáncer tenían como objeto la destrucción del DNA y la división celular, asumiendo que las células 
neoplásicas se dividen más rápidamente que las sanas, hecho que no es constante en todos los 
tumores. Estos tratamientos conllevaban también una importante repercusión en sistemas de 
alto recambio celular como el hematológico, mucoso o digestivo.  
El estudio de la biología tumoral ha permitido conocer más en detalle las alteraciones y vías más 
específicas que subyacen en el proceso de desarrollo y proliferación de las células tumorales. 
Estos nuevos conocimientos han sido la clave para la aparición de nuevas terapias dirigidas a 
dichas alteraciones, que han mostrado mejores resultados clínicos y menos efectos secundarios.  
En el caso concreto del tratamiento del melanoma metastásico, la dacarbacina (DTIC) ha sido 
utilizada durante años como tratamiento quimioterápico estándar desde su aprobación en 1976 
en Europa127. Su utilización ha sido amplia, a pesar de unas tasas de respuesta bajas, una elevada 
toxicidad y un mínimo impacto en la supervivencia. Uno de los mayores descubrimientos en el 
campo del melanoma en los últimos años ha sido la implicación biológica de la vía de las MAPK. El 
desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos, tomando como modelo alteraciones genéticas 
tumorales en esta vía, sí ha mostrado unos resultados significativamente superiores.  
Actualmente, tras muchos años en los que había escasas opciones terapéuticas para los pacientes 
con melanoma metastásico, se dispone por fin de nuevas herramientas de tratamiento con 
resultados superiores. Estos fármacos han supuesto una nueva línea terapéutica esperanzadora, 












5.1. ALTERNATIVAS TERAPÉUTICAS 
La dacarbacina ha sido considerada el tratamiento estándar para el melanoma metastásico desde 
1976127. Su aprobación por la FDA se basó en estudios en fase III que mostraron una tasa de 
respuesta del 7 al 24% y una supervivencia media global de 4.6 a 7.8 meses tras el inicio del 
tratamiento128-133. La tasa de respuesta completa a los 5 años era del 1.38%134, aumentando hasta 
el 5% en aquellos estudios que incluían pacientes en estadio III135. Posteriores quimioterapias 
combinadas y bioquimioterapias no mostraron resultados superiores131, 132, 132, 136.  
 
Fig.6.- DTIC en el tratamiento del melanoma metastásico. Datos obtenidos de Carter SK y cols
137
.   
En la década de los noventa, la introducción de la inmunoterapia para el tratamiento de los 
tumores metastásicos tuvo su repercusión en el campo del melanoma. La utilización de vacunas y, 
más recientemente, interleucina-2 (IL-2) a altas dosis mostró unas tasas de respuesta elevadas en 
casos muy seleccionados138 (<50 años, pocas comorbilidades, ausencia de lesiones en sistema 
nervioso central, poca masa tumoral, LDH normal), lo cual motivó su aprobación por la FDA 
aunque no por la EMA (aunque sí fue aprobado para otros tumores). La tasa respuesta objetiva 
evidenciada en este último fármaco fue del 16% (IC 95%, 12% a 21%) con un 6% de remisión 
completa y un 10% de respuestas parciales, con una mediana de duración de la respuesta de 8.9 
meses138. La toxicidad de la IL-2 intravenosa por otro lado era muy elevada de forma tal que en la 
mayor parte de los centros se administraba en la Unidad de Cuidados Intensivos. Los efectos más 
frecuentes de este fármaco eran hipotensión (64%), taquicardia supraventricular (17%), 
infecciones (15%), distrés y alteraciones respiratorias graves (4%), hiperbilirrubinemia (2%), coma 
(1%), gastrointestinales y alteraciones del comportamiento. Esta toxicidad se mostró reversible 







Recientemente se han obtenido tasas de respuesta y una supervivencia libre de enfermedad 
superiores con la combinación de IL-2 con la vacuna gp100:209-217(210M), alcanzando una 
supervivencia media de 17.8 meses139.  
 
 
Fig.7.- Curvas Kaplan-Meier de duración de respuesta en el tratamiento del melanoma 
metastásico con IL-2 iv.  Pacientes que alcanzaron respuesta completa y parcial en ensayo clínico 
con 270 pacientes tratados con IL-2 intravenosa. Obtenido de Atkins MB y cols
138
. 
En los últimos años se han incorporado a esta área terapéutica nuevas inmunoterapias más 
específicas de las vías inmunorreguladoras tumorales y el microambiente intratumoral. El 
antígeno 4 asociado a los linfocitos T-citotóxicos (CTLA-4) se ha descubierto de gran importancia 
en la inmunosupresión durante la tumorogénesis140, habiéndose mostrado que su bloqueo puede 
suprimir la inhibición tumoral de la activación y proliferación de las células T, estimulando la 
destrucción de células tumorales141. El inhibidor de CTLA-4 llamado ipilimumab ha mostrado una 
supervivencia media de entre 10.2 -11.4 meses142 (superior en 4 meses frente a un grupo control 
con vacunas143), una mediana de supervivencia libre de progresión de 11 semanas y una tasa de 
respuesta objetiva de entre 5’8-11’1%142, 144. La combinación de Ipilimumab + DTIC frente a DTIC + 
placebo ha mostrado además una supervivencia a 3 años de 20.8% frente a 12.2% 
respectivamente (HR: 0.72; p<0.001)145. En un estudio que comparaba la utilización de ipilimumab 
y gp-100 en monoterapia con la combinación de ambos, se objetivó que el 60% de los pacientes 
en monoterapia con ipilimumab mantenían una respuesta objetiva de al menos 2 años (26.5% a 






pacientes especialmente intensos (grado 3-4) a nivel gastrointestinal y cutáneo, manejables y 
generalmente reversibles con corticoterapia sistémica. La mortalidad secundaria al tratamiento 
osciló entre un 2.1-2.5% según los estudios142-144. Ipilimumab se encuentra actualmente aprobado 
por la FDA (desde marzo del 2011) y por la EMA como tratamiento en segunda y primera línea 
(desde julio del 2011 y noviembre del 2013 respectivamente).  En España se encuentra aprobado 
en segunda línea desde octubre del 2012 y primera línea desde abril del 2015. Los datos 
obtenidos del uso expandido en nuestra población recogidos en el informe de posicionamiento 
terapéutico reflejan que los pacientes candidatos a este tratamiento serían aquellos con baja 










Fig.8.- Curvas Kaplan-Meier de supervivencia global en pacientes tratados con ipilimumab+DTIC 




La proteína programmed cell death 1 (PD-1) es otro receptor inhibidor de las células T. Presenta 
dos ligandos conocidos: PD-L1 (también llamado B7-H1 o CD274) y PD-L2. A diferencia de los 
ligandos de CTLA-4, PD-L1 se expresa selectivamente en diversos tumores sólidos y 
microambiente tumoral146. Más recientemente se han publicado diversos estudios con los 
inhibidores de este receptor (anti-PD-1) nivolimumab (BMS936558, MDX-1106) y lambrolizumab 
(MK-3475), y de su ligando PD-L1 el anticuerpo BMS936559146-148 que han mostrado tasas de 
respuesta del 28%148, 52%149 y 6-29%146 respectivamente. La supervivencia libre de enfermedad 
ha sido de entre 1.9-24 meses146-149 con efectos secundarios grado 3-4 en el 14% de los pacientes 
Ipilimumab vs Placebo
1a supervivencia:  47.3% vs 36.6%
2a supervivencia : 28.5% vs 17.9%
3a supervivencia : 20.8% vs 12.2%

































y notificaciones de fallecimiento por toxicidad pulmonar148. Faltan estudios comparativos pero la 
toxicidad por estos fármacos parece ser menos frecuente y de menor gravedad que la producida 
por el tratamiento con ipilimumab146. El fármaco nivolimumab se encuentra aprobado por la EMA 
desde junio del 2015 para el tratamiento del melanoma metastásico. La combinación de anti-
CTLA-4 con anti-PD1 se postula además como una nueva línea de tratamiento en melanoma y 
otros tumores sólidos149-151.  
 
Fig.9.- Bloqueo de la señalización de PD-1 o CTLA-4 en la inmunoterapia tumoral. Tomado de: Ribas 
A. Tumor immunotherapy directed at PD-1. NEJM. 2012; 366(26):2517-9.  
La aparición de tratamientos dirigidos frente a alteraciones genéticas específicas tumorales ha 
obtenido grandes resultados en el tratamiento de otros tumores. La etapa de las terapias dirigidas 
en melanoma se inició con la detección de la expresión del receptor de estrógenos. Algunos 
estudios152, 153 mostraron una mayor tasa de respuesta y supervivencia del tratamiento con DTIC 
más tamoxifeno frente a sólo DTIC en mujeres. Posteriores investigaciones cuestionaron estos 







Sorafenib fue el primer agente dirigido frente a BRAF que fue estudiado en el melanoma 
metastásico154-157. Se trata de un inhibidor de los RTKs (VEGFR, PDGFR, c-Kit) cuyo espectro de 
actuación abarca también a BRAF y CRAF aunque de forma menos potente157. Se considera, por 
tanto, un inhibidor no selectivo de BRAF al que también se atribuye una capacidad antiagiogénica. 
Aunque en los ensayos en fase I y II mostró actividad frente a melanoma, los ensayos de fase III 
evidenciaron ausencia de significación en todos los objetivos finales del ensayo156, 158. En modelos 
animales con xenoinjertos de melanoma, los inhibidores de BRAF mostraron una regresión 
tumoral, mientras que sorafenib sólo mostró estabilización tumoral159. Este fármaco, desarrollado 
inicialmente para el tratamiento del cáncer de pulmón, actualmente se encuentra aprobado para 
el tratamiento del carcinoma renal y el hepatocarcinoma, pero no es por el momento útil en 
monoterapia ni en combinación para el tratamiento del melanoma metastásico.  
 
Fig.10.- Tratamientos dirigidos en melanoma.  
Los inhibidores selectivos de BRAF abrieron una nueva perspectiva en 2011 en el tratamiento del 
melanoma metastásico. Hablaremos de ellos más adelante, pero baste decir que supusieron un 
incremento muy significativo en las tasas de respuesta (superiores al 50% en los pacientes 
portadores de mutación en BRAF) con impacto en la supervivencia libre de progresión. Se trataba 






Siguiendo con el interés despertado en los tratamientos dirigidos a la alteración de la vía de las 
MAPK, en 2012 el inhibidor de MEK llamado trametinib mostró superioridad frente a la 
quimioterapia convencional. En pacientes portadores de la mutación BRAFV600E y BRAFV600K, la 
supervivencia libre de progresión fue de 4.8 meses (HR 0.45; IC 95% 0.33-0.63 p<0.001) frente a 
1.5 meses en pacientes tratados con quimioterapia160. La supervivencia global a los 6 meses era 
del 81% en el grupo de trametinib frente al 67% en el grupo de la quimioterapia. Los efectos 
secundarios más frecuentes fueron afectación cutánea, diarrea y edema periférico. Posteriores 
estudios han mostrado también respuesta en pacientes no portadores de la mutación161. Estudios 
más recientes evidencian que la combinación de trametinib con inhibidores de BRAF162  tendría 
una mayor tasa de respuesta y supervivencia libre de progresión, así como menos efectos 
secundarios. 
 
Tabla.4.- Alternativas terapéuticas actuales para el melanoma metastásico. SLP = supervivencia 
libre de progresión; SG = supervivencia global; RC = respuesta completa. Los estudios para 
trametinib en monoterapia no disponen de datos de supervivencia global.  
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600.000-720.000 IU/kg iv 
c.8h 14 dosis consecutivas 
en 5 d. Nuevo ciclo igual tras 
6-9 d de descanso. Pueden 






















3 mg/kg cada 3 semanas iv 
un total de 4 ciclos. 
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Existen también otras terapias dirigidas que han mostrado utilidad, como el imatinib. Se trata de 
un inhibidor de RTKs, incluyendo c-Kit y PDGFR, que ha sido ampliamente utilizado en leucemia 
mieloide crónica, leucemia linfoblástica aguda, tumor gastrointestinal estromal (GIST) y 
dermatofibrosarcoma protuberans. Como hemos visto previamente, un bajo porcentaje de los 
melanomas (3%)103 son portadores de mutaciones en KIT. En aquellos melanomas portadores de 
esta mutación, imatinib ha mostrado una respuesta en el 16-29% de los tumores, con una 
supervivencia global de 11.5 meses163, 164. Actualmente nuevos estudios con otros inhibidores 
tirosin-kinasa como sutinib165 y nilotinib166, para melanomas portadores de mutaciones en KIT, 
están siendo llevados a cabo.  
Los tratamientos dirigidos frente a mutaciones específicas se han posicionado como el 
tratamiento de primera línea para los pacientes con melanoma metastásico portadores de la 
mutación. La utilización de inmunoterapias como ipilimumab o anti-PD-1 se postula, en cambio, 
como una buena opción terapéutica para aquellos pacientes que no sean portadores de 
mutaciones específicas o como segunda línea en aquellos que presenten resistencia frente a las 
terapias dirigidas.  
5.2. INHIBIDORES DE BRAF EN EL TRATAMIENTO DEL MELANOMA AVANZADO 
La introducción de los inhibidores selectivos de BRAF (BRAFi)167 supuso un hito en el tratamiento 
del melanoma avanzado. A diferencia de los resultados obtenidos previamente con el inhibidor no 
selectivo sorafenib, los inhibidores selectivos sí mostraron utilidad en el tratamiento del 
melanoma metastásico, tanto en monoterapia como en terapia combinada.  
En el estudio en fase I del inhibidor de BRAF Vemurafenib (VM) o PLX4032 con dosis escaladas, se 
objetivó una tasa de respuesta del 81% en aquellos pacientes con melanomas portadores de la 
mutación BRAFV600E con 2 dosis orales de 960mg cada 12horas3.  Posteriormente se llevó a cabo el 
estudio abierto, internacional y multicéntrico de fase II BRIM-2168, 169, cuyo objetivo era valorar la 
tasa de respuesta, duración de la respuesta así como supervivencia global. El estudio estaba 
constituido por un único grupo de tratamiento con VM (n=132) integrado por pacientes en 
estadio IIIc o IV con positividad para BRAFV600 que hubiesen recibido tratamiento previo. El 
tratamiento con VM redujo el tamaño del tumor (tasa de respuesta) en el 52.3% de los 
participantes (95% CI: 43–61%; 2.3% CR, 50% PR); la duración media de la respuesta fue 6.8 meses 
(95% CI: 5.6-NA), la de supervivencia libre de enfermedad 6.2 meses (95% CI: 5.6–6.8%) con una 
supervivencia global de 15.9 meses. Se mostró, por tanto, que los inhibidores de BRAF eran 






En el estudio BRIM-3167, 170, un ensayo clínico de fase III internacional y multicéntrico, 
aleatorizado, abierto y controlado, se comparaba VM con DTIC (n= 675) en pacientes con 
melanoma en estadio IIIc o IV, BRAFV600E y no tratados previamente. Las variables principales de 
valoración en el estudio eran la SG y la SLP. La tasa de respuesta confirmada (reducción del 
tamaño del tumor) en el grupo de VM fue del 48,4% (respuesta completa: 1%, respuesta parcial: 
47.4%) frente al 5.5% (respuestas parciales) en el de DTIC (p <0.0001). La mediana de la SLP era de 
6.9 meses en el grupo de VM frente a 1.6 meses en el de DTIC, HR 0.38 (IC 95%: 32-0.46; 
p<0.001)170. La mediana de la supervivencia global fue de 12.5 meses en los pacientes tratados 
con VM frente a 9.5 meses en los tratados con DTIC, con una HR de 0.70 (95% IC: 0.57- 0.87; 
p=0.0008)170. La ventaja en la supervivencia global de VM sobre DTIC pudo verse infraestimada, 
dado que casi la mitad de los pacientes inicialmente asignados al brazo de DTIC recibieron 
posteriormente VM en segunda línea. Las respuestas objetivadas en los estudios incluyeron 
lesiones metastásicas de localización ganglionar linfática, pulmonar, ósea, hepática, intestino 
delgado3. Posteriores estudios mostraron además efectividad en metástasis cerebrales171, 172 
 
Fig.11.-  Tasas de respuesta en el estudio BRIM-3 de VM y DTIC.  Cada uno de los pacientes 
se encuentra identificado por una barra, cada color se corresponde con el estadio de los 
pacientes. En el panel A se muestran los pacientes tratados con VM (n=209) y en el panel B 








El tratamiento con VM presenta además la ventaja adicional de ser un medicamento de 
administración oral. Esta característica minimiza el impacto en la calidad de vida del paciente y los 
costes derivados de su administración, aumentando también la adherencia al tratamiento.  
Los resultados de otro inhibidor oral de BRAF llamado dabrafenib (GSK2118436) han mostrado 
unas tasas de respuesta y supervivencia libre de progresión similares173-175. Tanto dabrafenib 
como vemurafenib han mostrado también actividad frente a melanomas portadores de la 
mutación BRAFV600K 61, 169, 170, 176, 177 (aunque con tasas de respuesta más bajas) y BRAFV600R 171, 178, 
179. En estos pacientes también se ha mostrado efectivo el inhibidor de MEK trametinib160, 180.  
A pesar de estos avances, la mayor parte de los pacientes en tratamiento con BRAFi presentan 
progresión de la enfermedad en 6-7 meses desde el inicio del tratamiento167, 169, 181. El desarrollo 
de resistencias adquiridas a dichos tratamientos se ha atribuido a distintos mecanismos:  
- Reactivación de la vía MAPK mediada por la kinasa COT (cáncer Osaka thyroid kinase)182 
- Aparición de mutaciones de novo en NRAS o MEK o activación de CRAF183-188 
- Dimerización o splicing alternativo del gen que condicionan una variante truncada de la 
proteína BRAF189 que puede activar la vía de las MAPK.  
- Señales independientes que medien la activación de la MAPK a través de los RTKs183, 190 
- Activación paralela de la vía PI3K iniciada por alteraciones genéticas en sus componentes 
(Ej. pérdida de función de PTEN) o iniciada por el insulin-like growth factor 1 receptor 
(IGF-1R)191 
La hipótesis de que parte de las resistencias adquiridas a BRAFi podría deberse a la reactivación 
de la vía de las MAPK de forma alternativa, planteó la utilización en combinación con inhibidores 
de MEK 1/2 (BRIM-7) y anti-CTLA-4. Un estudio reciente162 mostró que, la combinación de 
dabrafenib y trametinib en pacientes con melanoma metastásico portadores de la mutación 
BRAFV600 (n=247), presentaba mejores resultados frente a dabrafenib en monoterapia con menos 
efectos secundarios. La mediana  de SLP  fue de 9.4 meses (IC 95% 8.6-16.7) frente a 5.8 meses 
(4.6-7.4). Las tasas de respuesta fueron del 76% frente al 54% en monoterapia. La utilización de 
dicha terapia combinada en adyuvancia se encuentra también en estudio.  
La combinación de BRAFi con otros tratamientos se encuentra en desarrollo. Algunos estudios 
sugieren que el tratamiento previo con BRAFi podría hacer a las células portadoras de esta 
mutación más radiosensibles192, ampliando así la utilidad de la radioterapia en el tratamiento del 






tras la cirugía está siendo estudiada. Del mismo modo se ha mostrado que los BRAFi estimulan la 
antigenicidad del melanoma, haciéndolo más vulnerable a la inmunoterapia194-196. Los primeros 
estudios de combinación de VM con ipilimumab han mostrado una elevada hepatotoxicidad197, 
que podría verse explicada por la activación de células hepáticas BRAFWT 198. El tratamiento 
secuencial con ipilimumab y posteriormente VM ha evidenciado casos de toxicidad cutánea 
grave199. Actualmente se encuentran en desarrollo distintos estudios de tratamientos combinados 
con BRAFi como son: Ipilimumab y VM (NCT01400451), VM seguido de ipilimumab 
(NCT01673854), ipilimumab con/sin dabrafenib y/o trametinib (NCT01940809), VM y adesleukin 
(NCT01754376), VM con interfernón e IL-2 (NCT01603212), VM con interferón alfa-2b a altas 
dosis (NCT01943422), VM con anti PD-L1 (NCT01656642) y VM con inhibidores de c-Kit 
(NCT01826448)198.  
El tratamiento secuencial se ha postulado también como un buen esquema terapéutico, dado que 
ambos grupos terapéuticos tienen diferentes pero potencialmente complementarios mecanismos 
de acción. Este hecho se vería además favorecido por la capacidad de la terapia dirigida de 
sensibilizar las células tumorales a los ataques inmunitarios198. Algunos autores señalan a los 
BRAFi como el tratamiento más adecuado en aquellos pacientes portadores de mutación en BRAF 
con enfermedad sintomática, con elevada masa tumoral, rápidamente progresiva, LDH elevada o 
metástasis cerebrales200-202.  Por el momento ningún ensayo clínico aleatorizado ha evidenciado 
cuál sería el orden terapéutico idóneo de los fármacos, habiéndose incluso propuesto la 
posibilidad de realizar tratamientos de inducción con BRAFi y, tras estabilizar la enfermedad, 
continuar con inmunoterapia.202 
Considerando el beneficio clínico y el aumento en la supervivencia global, los inhibidores de BRAF 
son en la actualidad según todas las guías clínicas el tratamiento de elección en pacientes con 
melanoma avanzado portador de la mutación BRAF62. Vemurafenib se encuentra aprobado por la 
FDA para el tratamiento del melanoma metastásico con mutación BRAFV600  desde agosto del 2011 
y por la EMEA desde febrero del 2012, publicándose finalmente el informe de posicionamiento 
terapéutico en España en noviembre 2013. Más recientemente dabrafenib ha sido aprobado en 









5.3. RESISTENCIAS Y EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS INHIBIDORES DE BRAF 
Se han descrito distintos efectos secundarios del tratamiento con inhibidores de BRAF. Estos 
efectos son fundamentalmente cutáneos, de baja intensidad y bien tolerados.  Los efectos 
secundarios más frecuentemente descritos con los inhibidores de BRAF167, 173, 174, 203-207 son:  
- Fotosensibilidad. 
- Desarrollo de queratoacantomas, carcinomas epidermoides y verrugas vulgares.  
- Pirexia. 
- Fatiga y artralgias.  
- Alteración de las encimas hepáticas, nausea y diarrea.  
- Otra toxicidad cutánea como foliculitis, prurito, erupción tipo queratosis pilar, 
hiperqueratosis  y eritrodisestesia de palmas y plantas, paniculitis, erupciones acneiformes, 
alopecia, lesiones disqueratósicas, alteración de lesiones melanocíticas y exantemas.  
- Otros efectos: parálisis facial transitoria uni o bilateral169, 208, 209  
 






Fotosensibilidad 12 3 NR 
QAcs / CECs 8/12 6 (combinados) NR 
Fatiga 13 NR 27 
Artralgia 21 5 NR 
Cefalea 5 5 NR 
Exantemas 18 NR 27 
Hiperqueratosis 6 13 NR 
Hipertensión NR NR 12 
 
Tabla.5.-Efectos secundarios (%) más frecuentes en los tratamientos dirigidos para el 
melanoma metastásico. QAcs: queratoacantomas; CEC: carcinoma epidermoide; NR: 
no referido. Chapman PB, et al.
1
; Hauschild A, et al.
2
; Flaherty KT, et al.
3
  
La fotosensibilidad en estos pacientes ha mostrado ser dependiente de UVA (no así UVB) en 
varios estudios mediante irradiación UV en pacientes tratados con vemurafenib210, 211. Dicha 
sensibilidad se veía reducida o suprimida con la utilización de fotoprotectores con cobertura de 
amplio espectro UVA. Esta sensibilidad parece ser más frecuente en pacientes tratados con 






El desarrollo de queratoacantomas y carcinomas epidermoides cutáneos (CECs) ya había sido 
descrito previamente en pacientes tratados con sorafenib213, 214 y más recientemente con 
suramina215, indicando un mecanismo etiopatogénico común. Dicho efecto no se observa en el 
tratamiento con otros inhibidores multikinasa, como sutinib, que no afectan a la kinasa RAF. En 
pacientes tratados con inhibidores de BRAF, estas lesiones pueden aparecer desde las dos 
semanas de tratamiento. Se estima una tasa de aparición en torno a un 18-30%, son por tanto 
uno de los efectos secundarios más frecuentes216. Los CECs desarrollados en estos pacientes, a 
diferencia de las lesiones no inducidas por inhibidores de BRAF, muestran un aspecto clínico e 
histopatológico similar al queratoacantoma. Tienen un patrón crateriforme bien diferenciado 
pero también asocian nidos de invasión dérmica. Pueden aparecer en zonas no fotoexpuestas216 y 










Fig.12.-Efectos secundarios cutáneos de los BRAFi. Verrugas vulgares (A), 
queratoacantomas (B), fotosensibilidad (C),  paniculitis (D). 
En relación al mecanismo etiopatogénico de estos tumores, se cree que los inhibidores de BRAF 
podrían producir una hiperactivación paradójica de la vía de las MAPK en células BRAFWT. Dicha 
activación estaría condicionada por la existencia de una activación asociada de RAS, por una 
mutación o por activación en niveles superiores de la vía como EGFR22, 217-220. La proteína mutada 
BRAFV600E preferentemente se homodimeriza y el tratamiento con inhibidores de BRAF inhibiría 
esta homodimerización. Según un primer modelo la presencia de la mutación en RAS 







inhibición de BRAF (la mitad del heterodímero) transactivaría CRAF activando la vía de las 
MAPK219. Según un segundo modelo la presencia de la mutación en RAS haría que la señalización 
en la vía fuese preferentemente por CRAF permaneciendo BRAF en el citosol; al unirse al inhibidor 
BRAF sería reclutada a la membrana y produciría la transactivación de CRAF aumentando la 
señalización en la vía220. En ambos modelos CRAF parece ser la clave en la activación paradójica, 
habiéndose además demostrado una elevada frecuencia de mutaciones en RAS en estos tumores 
(hasta un 60%), siendo HRAS la más frecuente221.   
Por otro lado, a pesar de los signos histológicos sugestivos de infección por el virus del papiloma 
humano (HPV), todos los estudios de detección de HPV se han mostrado negativos aunque p16 ha 
mostrado una expresión elevada en los CECs205, 207. No se han reportado metástasis de estos 
carcinomas en ninguno de los pacientes216 y se consideran lesiones con fácil tratamiento 
quirúrgico o métodos destructivos (crioterapia,  electrocuretaje o terapia fotodinámica)222, 223. 
La aparición de exantemas medicamentosos ha sido descrita en una baja proporción de los 
pacientes tratados (7-8%)167, 169 y con una baja gravedad, a excepción de un caso descrito con 
necrolisis epidérmica tóxica224. Dichas reacciones parecen ser de mayor intensidad y frecuencia en 
aquellos pacientes que han recibido tratamiento con ipilimumab en las 4 semanas previas al inicio 
de los inhibidores de BRAF199, 225-227. La toxicidad cutánea aparece de forma precoz, 
principalmente durante el primer mes de tratamiento. Del mismo modo, la hepatotoxicidad 
parece ser más frecuente en aquellos pacientes tratados con inmunoterapia junto con inhibidores 
de BRAF197, aunque es reversible discontinuando el tratamiento o administrando corticoides 
sistémicos.  
Se ha referido un aumento en la incidencia de lesiones melanocíticas atípicas y en regresión en 
pacientes tratados con inhibidores de BRAF228. También un riesgo aumentado de segundo 
melanoma167, 168, 228-231. En 10 pacientes de 462 tratados en los ensayos en fase 2 y 3167, 168 se 
describió la aparición de un segundo melanoma cutáneo durante el tratamiento. Posteriores 
publicaciones han evidenciado también ese fenómeno228, 229. Todos los casos se trataban de 
melanomas superficiales, no siendo ningún caso melanomas agresivos o metastásicos230, si bien 
es cierto que eran pacientes que se mantenían en control clínico y dermatoscópico estrecho.  Por 
el momento no se dispone de una incidencia real de la aparición de un segundo melanoma en 
estos pacientes232. La aparición de dichas alteraciones parece ser un fenómeno precoz tras el 
inicio del tratamiento y se trata de lesiones carentes de la mutación BRAFV600(BRAFWT)230. Se 






de la vía RAF-MEK-ERK tal y como se ha demostrado en estudios in vitro218. En cualquier caso la 
incidencia de dichos melanomas no excede la esperada en una población de riesgo como son los 
pacientes con antecedente personal de melanoma232, por lo que futuros estudios serán 
necesarios en este campo para discernir si los inhibidores tienen una relación de causalidad con 
estas nuevas lesiones. La recomendación es un control estricto de las lesiones pigmentadas en los 
pacientes tratados con estos inhibidores.  
La combinación de inhibidores de BRAF con inhibidores de MEK parece no sólo aumentar la 
eficacia del tratamiento, sino también disminuir los efectos secundarios cutáneos162, 233. La 
incidencia de CECs se ve reducida en el tratamiento combinado (7%) frente a la monoterapia 
(19%). Dicha combinación ha mostrado por otro lado una mayor incidencia de pirexia162.  
La resistencia a los inhibidores de BRAF ha cobrado una gran importancia en recientes estudios, 
debido a la precoz recaída de muchos pacientes durante el tratamiento. Se han postulado 
distintos mecanismos22, 62:  
a) La reactivación de ERK por un mecanismo alternativo: activación de los RTKs, mutaciones 
en NRAS o MEK, transactivación de CRAF o activación de COT.   
b) Activación paralela de PI3K mediante la pérdida de PTEN o la estimulación del IGF-1R 
c) Formación de variantes truncadas de la proteína BRAF por un splicing alternativo del gen, 
con capacidad de activación de la vía de las MAPK.  
Los resultados prometedores de combinaciones terapéuticas como los BRAFi con MEKi avalarían 
estas hipótesis de vías alternativas de activación. Un mayor conocimiento de estas vías así como 
los mecanismos de actuación de las terapias dirigidas resulta fundamental en estos pacientes, 
para anticiparnos al desarrollo de efectos secundarios así como prevenir la aparición de 




















6. CORRELACIÓN MUTACIONAL ENTRE TUMOR PRIMARIO Y METÁSTASIS: 
ANTECEDENTES.  
La concordancia mutacional entre el tumor primario y sus metástasis ha sido ya estudiada en 
otros tumores malignos. La mayor parte de los estudios muestran una elevada concordancia: HER-
2 en cáncer de esófago (85% de concordancia)234, BRAF en cáncer de colon (98-100% de 
concordancia)235-238 y KRAS en cáncer de colon (92-100% concordancia)235, 236, 239-247. Aunque 
algunos autores han reflejado una tasa de discordancia nada despreciable entre el tumor primario 
y las metástasis: HER-2 en cáncer de esófago (hasta un 22’5% de discordancia)248 y  KRAS en 
cáncer de colon (hasta un 32’4%)238, 249.   
En melanoma son pocos los estudios que analizan la correlación mutacional entre la lesión 
primaria y sus metástasis. Los resultados son heterogéneos encontrando algunos autores una 
elevada concordancia39, 250 mientras que otros muestran tasas alrededor del 50%251-253. La mayor 
parte de estos estudios (a excepción del realizado por Colombino y cols) se basan en un tamaño 
muestral bajo que no permite obtener conclusiones válidas.  
 
7. MÉTODOS DE DETECCIÓN DE LAS MUTACIONES EN BRAF 
Existen distintos métodos que permiten la detección de las mutaciones en BRAF. La elección de 
uno u otro método se ve justificada tanto por su facilidad y rapidez de realización, su sensibilidad 
y especificidad así como por su coste. La determinación de mutaciones en tejido tumoral se puede 
realizar mediante diferentes técnicas moleculares, pero aquellas utilizadas de forma rutinaria en 
los laboratorios de anatomía patológica pueden dividirse en dos grandes grupos: la amplificación 
con la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) seguida de una técnica de 
secuenciación y los métodos basados en la PCR a tiempo real (RT-qPCR).    
La secuenciación de Sanger y la pirosecuenciación son los métodos para determinar el estado 
mutacional utilizados más ampliamente. Durante años la secuenciación de Sanger de DNA 
previamente amplificado mediante la PCR se ha considerado el método de referencia para la 
detección de mutaciones adquiridas en tumores y para la secuenciación del genoma humano. Se 
trata de una técnica que permite detectar sustituciones de bases, deleciones e inserciones, 
aunque no alteraciones en las copias cromosómicas o traslocaciones63. Este tipo de secuenciación 
precisa de un tiempo elevado para su realización (18-19h), un equipo específico no siempre 






Posee una alta especificidad pero su mayor limitación es que posee una baja sensibilidad 
(92.5%254) lo cual obliga a disponer de una carga tumoral de hasta un 5% en las muestras a 
analizar63. Su tasa superior de falsos negativos condiciona un mayor riesgo de que pacientes 
portadores de la mutación no sean tratados con los BRAFi. Actualmente no se recomienda realizar 
esta técnica para la detección de pacientes candidatos al tratamiento con BRAFi254.  
La pirosecuenciación, también conocida como secuenciación por síntesis, se basa en la liberación 
de pirofosfato por la DNA polimerasa al añadir nucleótidos de forma complementaria a la cadena 
de DNAss. Para su realización se realiza una amplificación del DNA mediante PCR, se hibrida la 
cadena de DNAss con un primer y finalmente se incuba con las encimas. Posteriormente se 
añaden y lavan secuencialmente soluciones con los nucleótidos A, C, G y T. El pirofosfato liberado 
con la incorporación de un nucleótido se acopla a las enzimas ATP sulfurilasa y luciferasa para 
generar luz detectable mediante una reacción de quimioluminiscencia. La liberación de luz 
producida es detectada cada vez que una base es añadida y la señal queda registrada como un 
pico en un gráfico llamado pirograma (fig.13). La intensidad de la luz representada por la altura de 
dicho pico, determinará si hay más de un nucleótido repetido255, 256.  Esta técnica permite detectar 
no sólo la presencia o ausencia de mutación, sino también el porcentaje de DNA que porta la 
mutación. La pirosecuenciación ha mostrado una sensibilidad muy superior a la secuenciación de 
Sanger63, detectando no sólo la mutación BRAFV600E sino también otras mutaciones menos 
frecuentes como V600K, V600D, V600R, K601E63, 254. Se trata de una técnica rápida (<24h) pero 
que, con frecuencia, produce errores en secuencias con un mismo nucleótido repetido 6-7 veces 
(homopolímeros). A diferencia de la 
secuenciación de Sanger que 
permite detectar longitudes de 800-
1000 nucleótidos, esta técnica 
permite sólo detectar 300-500 
nucleótidos. La mayor desventaja es 
el coste elevado de los reactantes y 
la necesidad de un equipo 
específico, no siempre disponible en 
los laboratorios convencionales de 
Anatomía Patológica.  







Fig.14.- Técnica de la plataforma Cobas® 4800 BRAF V600.  A. Estudio de DNA tumoral sin 
mutación BRAF
V600E 
mostrando como la unión con la sonda no mutada (sonda WT) emite una 
fluorescencia única que es interpretada como “NO MUTADO”. B. Estudio de DNA tumoral con 
mutación BRAF
V600E
  mostrando como la unión con ambas sondas emiten dos tipos de fluorescencia 
que son interpretadas como “MUTADO”. Adaptado de Curry et al
63
. 
Las pruebas diagnósticas basadas en RT-qPCR se han convertido en el método más utilizado en los 
laboratorios para la detección de mutaciones en tejido tumoral. Se trata de una técnica más 
rápida (<8 horas) y con sensibilidad superior a la secuenciación de Sanger, de hasta un 97.5%66, 254, 
257. La técnica in vitro se basa en el uso de un termociclador incorporando un lector de 
fluorescencia. El objetivo es la detección mediante fluorescencia de la mutación presente en DNA 
extraído de muestras tisulares fijadas en formalina y embebidas en parafina. En el caso de la 
mutación en el protooncogén BRAF, el estudio se dirige hacia una secuencia específica en el exón 
15. El resultado nos permite conocer la presencia o ausencia de mutación.  Se trata por tanto de 
una técnica rápida y económica, que permite analizar lotes de 3 muestras sin reducción del 
rendimiento del reactivo y la utilización de dispositivos ya presentes en el laboratorio para la 
detección de otras mutaciones solicitadas en la práctica clínica diaria (como KRAS en cáncer de 







Actualmente se encuentran aprobados varios dispositivos para la realización de PCR a tiempo 
real, de entre los que destacan:  
– Cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (Roche Molecular Systems): aprobado en 2011 para 
pacientes candidatos a tratamiento con vemurafenib por la Food and Drug Administration 
(FDA) y tiene el sello de conformidad europeo (CE).  
– THxID™ BRAF Kit (bioMérieux Inc): aprobado en 2013 por la FDA para pacientes candidatos 




Fig.15.- Kit y plataforma Cobas® instalada en nuestro laboratorio. 
La utilidad clínica del test Cobas® ha sido validada en los estudios BRIM2 y BRIM3 para la 
identificación de tumores portadores de la mutación BRAFV600E (100% de las muestras 
detectadas258), mostrándose también de utilidad para la determinación de las mutaciones 
BRAFV600K (70% de las muestras detectadas258), BRAFV600D y BRAFV600E2  212, 257. El límite inferior de 
detección de la mutación con la plataforma Cobas® es de 4.4% alelos mutados por 1.25ng/μL. En 
el caso de mutaciones como la V600K y V600E2 se requiere porcentajes más elevados (31% y 68% 
respectivamente)63. Los errores objetivados con esta técnica frecuentemente se deben al 
pigmento melánico, considerado un inhibidor de la PCR. 
Yancovitz y cols253 determinaron la presencia de la mutación BRAFV600E con esta técnica en 112 






metástasis) frente a la obtenida mediante secuenciación convencional en las mismas muestras del 
32.1% de los casos (38.9% primarios y 30.9% metástasis). En estos casos además, no hallaron 
ningún tumor mutado que fuese detectado por la secuenciación pero no por la PCR a tiempo real.  
 
Fig.16.- Informe de la 
plataforma Cobas® indicando la 








En el caso de las muestras citológicas obtenidas por punción, algunos autores259 han mostrado 
también la utilidad del método Cobas® para su estudio. Se ha hallado una concordancia del 93% 
con respecto a la secuenciación en 117 muestras parafinadas y citológicas, conteniendo estas 
últimas al menos un 50% de células tumorales.  
Recientemente se han desarrollado un anticuerpo monoclonal frente a la proteína mutada 
BRAFV600E (VE1)260-262. Este anticuerpo permite la detección de la mutación mediante técnicas 
inmunohistoquímicas en muestras parafinadas de los tumores. La técnica ha mostrado una 
sensibilidad de hasta el 100%254 en la detección de la mutación BRAFV600E, aunque no permite 
detectar otras mutaciones incluyendo la BRAFV600K. Dado que la inmunohistoquímica es una 
técnica rápida y económica utilizada rutinariamente en la el laboratorio anatomopatológico 
hospitalario, su aplicación se muestra como una herramienta rápida y eficiente para la práctica 
clínica diaria. El problema es que se trata de un método no aprobado por el momento por la FDA 
o la EMEA para la detección de la mutación en pacientes candidatos a tratamiento con BRAFi. Por 
otro lado, teniendo en cuenta que los BRAFi se han mostrado eficaces en el tratamiento de 
tumores con la mutación BRAFV600K, la utilización de la inmunohistoquímica como técnica de 
detección exclusivamente impediría que los pacientes con dicha mutación se beneficiasen del 
tratamiento.  Parece razonable por tanto la utilización combinada de técnicas como la 






Para la realización de nuestro estudio se decidió utilizar la técnica de la PCR a tiempo real ya que, 
en comparación con la secuenciación de Sanger, esta prueba tiene ventajas significativas. Es más 
sensible y fiable para detectar mutaciones66, 257 y los resultados son más rápidos (<8 horas). El 
precio por determinación es más económico con el kit que se utiliza en la plataforma Cobas® y 
además la empresa que lo distribuye llegó a un acuerdo con nuestro departamento y con el 
Hospital Clínico de Salamanca para ceder la plataforma sin coste adicional. Durante la realización 
del estudio, era un requisito imprescindible en pacientes candidatos a tratamiento con 
vemurafenib que la determinación del estado mutacional de BRAF hubiese sido realizada con la 
plataforma Cobas®.  El test Cobas®, por tanto, permite no sólo utilizar estas determinaciones para 
proyectos de investigación sino también para su aplicación clínica. Dado que alguno de los 
pacientes incluidos en el estudio podía beneficiarse en un futuro de dicho tratamiento, éste fue 


























ii. justificación, hipótesis y 









1. JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 
La utilización de inhibidores de BRAF como tratamiento del melanoma metastásico se ha realizado 
hasta ahora mediante la detección de la mutación en la lesión primaria. Esta premisa asume la 
concordancia del estado mutacional de los tumores metastásicos con el de las lesiones primarias 
que los generan. Por otro lado, a diferencia de otros tumores malignos, la disponibilidad del tejido 
metastásico en el melanoma es mayor pues con frecuencia produce lesiones fácilmente accesibles 
para la extirpación quirúrgica o punción diagnóstica. Administrar una terapia dirigida frente a una 
mutación no presente en las lesiones metastásicas, supone un gasto económico innecesario y un 
retraso en la administración de tratamientos más efectivos. En contraposición, no administrar 
dichos inhibidores a un paciente que sí presentase la mutación en las lesiones metastásicas pero 
no en el tumor primario, reduciría su supervivencia y sus opciones terapéuticas de por sí ya 
escasas en nuestro medio. Nuestro estudio pretende identificar la muestra más adecuada para el 
estudio del estado mutacional, así como el grado de concordancia o discordancia entre el tumor 
primario y sus metástasis. 
Este estudio tiene además como objeto mostrar las características clínico-patológicas más 
frecuentemente asociadas con la presencia de la mutación BRAFV600E en una población 
representativa de pacientes con melanoma de Castilla y León. Conocer las características 
asociadas a los melanomas portadores de la mutación, permitiría prever aquellos pacientes que 
podrían ser candidatos a terapia dirigida. Del mismo modo, dado que el estudio se ha realizado 
antes de la introducción de los tratamientos inhibidores de BRAF en nuestro medio, permite 




Los tumores portadores de la mutación BRAFV600E podrían mostrar características clínicas y 
anatomopatológicas asociadas, que permitirían predecir la presencia de la mutación en la lesión 
primaria o las metástasis. Así mismo, la presencia de la mutación BRAFV600E podría tener una 
implicación pronóstica que motivase la realización tratamiento adyuvante en estos pacientes y su 
inclusión como parámetro pronóstico en la clasificación TNM.   
Por otro lado, las alteraciones moleculares presentes en el tumor primario podrían ser 
discordantes con las halladas en sus correspondientes metástasis debido a la heterogeneidad 
intratumoral. Es por ello fundamental establecer el tejido tumoral más adecuado para la 





determinación del estado mutacional. Valorar la discordancia entre los tumores primarios y sus 
metástasis nos permitiría establecer un protocolo de para la realización del estudio de la 




1) Analizar la frecuencia de la mutación BRAFV600E en melanoma empleando tejido 
parafinado tanto de tumores primarios como de metástasis ganglionares 
linfáticas, cutáneas y hematógenas de pacientes de Castilla y León.  
2) Establecer la relación entre el estado mutacional de BRAF en melanomas con 
variables clínicas.  
3) Establecer la relación entre el estado mutacional de BRAF en melanomas con las 
variables histopatológicas de las lesiones primarias y las metastásicas.  
4) Establecer la relación entre el estado mutacional de BRAF en melanomas y la 
supervivencia del paciente.  Valor de la mutación como factor pronóstico.  
5) Establecer la relación entre el estado mutacional de  BRAF de los tumores 
primarios y sus correspondientes metástasis. 
6) Determinar las bases para futuros protocolos de identificación de mutaciones de 
BRAF en material parafinado de melanoma, estableciendo la idoneidad de la 















































1. DISEÑO DEL ESTUDIO 
Se realiza un estudio descriptivo de carácter retrospectivo de todos los pacientes con diagnóstico 
de melanoma invasivo sometidos a estudio ganglionar (biopsia selectiva del ganglio centinela o 
linfadenectomía) en el Servicio de Dermatología del Hospital Clínico de Salamanca (Complejo 
Asistencial de Salamanca) entre los años 1995-2012.  
 
2. DESCRIPCIÓN DE LA MUESTRA 
Un total de 204 pacientes fueron seleccionados. De esta muestra inicial sólo en 153 casos se 
disponía del tejido tumoral primario y se obtuvo una cantidad suficiente de DNA para el estudio 
mutacional. Uno de los casos fue excluido tras obtener de forma repetida un error tanto en el 
estudio del tejido primario como de la metástasis. Se obtuvieron un total de 152 muestras de 
melanoma primario invasivo y 70 de tejido metastásico (originadas por 59 tumores primarios). Las 
muestras de tejido metastásico incluían metástasis ganglionares (n=51), en partes blandas (n=15) 
y hematógenas (n=4).  
 
2.1. Criterios de selección y descripción de la muestra 
Se seleccionaron muestras tisulares fijadas en formalina y embebidas en parafina de pacientes 
con melanomas primarios invasivos que hubiesen sido sometidos a la técnica de biopsia selectiva 
del ganglio centinela o linfadenectomía, así como de sus correspondientes metástasis. Dichas 
muestras se obtuvieron de los archivos anatomopatológicos del Servicio de Dermatología y 
Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínico de Salamanca (Complejo Asistencial de 
Salamanca).  
Dado que el Hospital Clínico de Salamanca se trata del centro de referencia para la técnica del 
ganglio centinela en melanoma, se solicitaron las muestras tisulares de los tumores primarios 
correspondientes a los Servicios de Anatomía Patológica de los Hospitales Virgen de la Concha de 
Zamora, Nuestra Señora de Sonsoles de Ávila y Complejo Asistencial de Palencia.  
En colaboración con el Dr. Santos-Briz, patólogo responsable del área de Dermatopatología de 
dicho hospital, se revisó el material comprobando el diagnóstico anatomopatológico previamente 
a su inclusión en el estudio.  Se desestimaron un total de 52 muestras por diagnóstico 
anatomopatológico dudoso o erróneo o por falta de disponibilidad de tejido tumoral para la 
determinación de la mutación.  Ninguno de los clínicos participantes en el estudio conocían los 
resultados del estudio mutacional previamente a la recogida de los datos.  





2.2. Procesado de las muestras tisulares 
Todas las preparaciones embebidas en parafina de tumores primarios y lesiones metastásicas 
fueron procesadas y teñidas con hematoxilina-eosina (H-E) en el Hospital Clínico de Salamanca 
para su estudio anatomopatológico.  Las muestras ganglionares fijadas en formol se procesaron 
según el protocolo de múltiples secciones263 con cortes de 2-3 mm de grosor embebidos por 
separado en parafina, realizando al menos 7 secciones consecutivas al micrótomo de cada bloque. 
Se tiñeron las secciones con H-E y en el caso de las metástasis se realizaron tinciones 
inmunohistoquímicas adicionales con S100 y el cóctel de melanoma que incluía HMB-45, MART-1 
y tirosinasa (Biocare Medical, Concord, CA, USA). En ningún caso se trataba de muestras 
citológicas.  
 
3. VARIABLES RECOGIDAS 
 
3.1. Variables clínicas 
Se recogieron datos epidemiológicos y clínicos retrospectivamente revisando las historias clínicas 
de los pacientes, tanto las disponibles en el Complejo Asistencial de Salamanca como las de los 
centros que los habían referido. Se recabó la información correspondiente a un total de 37 
variables clínicas:  
- Fecha de nacimiento.  
- Provincia de procedencia. 
- Sexo del paciente.  
- Edad del paciente al diagnóstico.  
- Inmunodepresión.  
- Antecedente de diabetes.  
- Antecedente de vitíligo.   
- Fototipo, color de ojos y color del cabello.  
- Raza.  
- Antecedentes personales y familiares de melanoma.  
- Antecedentes personales y familiares tanto de cáncer de piel no melanoma como de 
otro tipo de neoplasias.  
- Antecedentes personales o presencia de múltiples nevus 
- Antecedentes o presencia de nevus displásicos.  
- Antecedentes de quemaduras solares. 





- Utilización de cabinas de rayos UVA. 
- Subtipo clínico de melanoma96. 
- Ulceración clínica. 
- Regresión clínica.  
- Tamaño tumoral. 
- Patrón de exposición solar.  
- Asociación con lesión preexistente.  
- Localización de la lesión primaria.  
- Localización y tipo de metástasis.  
- Estadio AJCC.  
- Fecha de diagnóstico, fecha de progresión y fecha de defunción.  
- Tiempo de seguimiento hasta la aparición de metástasis.  
- Tiempo de seguimiento total.  
- Tratamientos recibidos.  
- Causa de defunción.  
El objetivo de recoger los tiempos de seguimiento era la determinación de la:  
 Supervivencia global: definida por los meses de supervivencia desde el diagnóstico hasta 
la fecha de fallecimiento o hasta el 31 de diciembre del 2013. 
 Supervivencia libre de progresión: definida por el tiempo transcurrido desde el 
diagnóstico, durante y después del tratamiento, en el que el cáncer no crece ni se 
disemina aún más.  
 
3.2. Variables anatomopatológicas  
Las muestras de melanoma primario cutáneo se clasificaron siguiendo la clasificación de la OMS 
en: melanoma de extensión superficial (MES) con 97 muestras, melanoma nodular (MN) con 30 
muestras, melanoma lentiginoso acral (MLA) con 18 muestras y léntigo maligno melanoma (LMM) 
con 2 muestras. Las lesiones no clasificables en esas categorías (melanoma spitzoide y melanoma 
desmoplásico) se les asignó el término “no clasificable” (NC) con 5 muestras.  
Se revisaron todas las muestras tisulares recogiendo un total de 30 variables. Además del subtipo 
histológico se recogieron las siguientes variables anatomopatológicas:  





 Grosor tumoral: Se midió el grosor tumoral en milímetros, siguiendo los parámetros del 
índice de Breslow264 que toman la medida desde el borde externo de la capa granulosa (o 
base de la úlcera) hasta la zona más profunda de la infiltración neoplásica.  
 Nivel de Clark: definido por el grado de invasión de la epidermis (nivel I), dermis papilar 
sin alcanzar la interfase papilar-reticular (nivel II), dermis papilar en su totalidad (nivel III), 
dermis reticular (nivel IV) y tejido celular subcutáneo (nivel V)265 
 Fase de crecimiento: clasificada como radial en aquellos tumores en una fase precoz en 
que el melanoma se expande horizontalmente sobre la superficie de la piel y vertical en 
aquellas lesiones con crecimiento infiltrante en profundidad con grandes nidos  dérmicos 
(más de 15 células) o con mitosis.    
 Ulceración: definida como la ausencia de capa epidérmica en todo su grosor adyacente al 
tumor,  con evidencia de respuesta dérmica en forma de inflamación o fibrina así como 
adelgazamiento, borramiento o hiperplasia reactiva de la epidermis circundante266. 
Variable expresada en forma dicotómica. 
 Melanoma polipoide: patrón de crecimiento exofítico estando conectado a la piel por un 
pedículo 
 Melanoma pagetoide: infiltración de las distintas capas de la epidermis, generalmente de 
forma más intensa en capas bajas, que recuerda al patrón de la enfermedad de Paget.  
 Celularidad predominante: la morfología de las células tumorales valorada en la porción 
más celular de la lesión utilizando una lente de 20x. Se subclasificaron en los tipos: 
fusocelular, epitelioide, spitzoide/nevoide,  globoide, plasmocitoide y pleomórfico. 
 Atipia citológica: definida por la anormalidad tanto en la forma como el tamaño celular, 
graduándose en ausente, moderada o intensa.  
 Elastosis actínica: degeneración de las fibras elásticas definida por la presencia de 
depósitos basofílicos homogéneos o fibrilares en la dermis reticular. Recogido en una 
variable dicotómica. 
 Pigmentación de los melanocitos: definida como la acumulación de melanina en los 
melanocitos, valorándose en una escala como ausente (amelanótico), débil 
(hipomelanótico), moderada e intensa. Posteriormente se recodificó en presencia o 
ausencia de pigmentación. No se consideraron los melanófagos en la valoración de esta 
variable.  
 Epidermotropismo: referido de forma dicotómica como presente o ausente y definido 
como la presencia de melanocitos intraepidérmicos aislados o formando nidos. 





 Consumición epidérmica: variable dicotómica definida por la presencia o ausencia de 
adelgazamiento epidérmico con atenuación de las capas basales y suprabasales, y pérdida 
de las crestas interpapilares adyacentes a los melanocitos. 
 Necrosis y descohesión celular: variable dicotómica definida por la presencia de 
celularidad con citoplasma hipereosinofílico con alteraciones nucleares (picnosis, 
cariorrexis o cariólisis).  
 Micronódulos: variable dicotómica definida por el crecimiento infiltrante de la neoplasia 
en forma de pequeños nidos celulares.  
 Presencia de satelitosis microscópicas: variable dicotómica definida por nidos de células 
de melanoma separadas por colágeno o grasa del tumor principal por una distancia igual 
o superior a 0.5 mm. 
 Mitosis: Número de mitosis dérmicas por milímetro cuadrado y presencia o ausencia de 
mitosis atípicas. Se empleó el método del “hot spot” que establece que el número de 
mitosis debe ser valorado en el área donde mayor número de figuras mitóticas se 
observe95. 
 Invasión angiolinfática: variable dicotómica definida por la detección de células tumorales 
en el interior de la luz (intravascular) o alrededor (perivascular) de estructuras vasculares 
peritumorales.  
 Invasión perineural: presencia de células neoplásicas en el espacio perineural 
(neurotropismo) reflejado en una variable dicotómica.  
 Infiltrado inflamatorio: variable dicotómica expresando la presencia o ausencia del 
infiltrado. Se recogieron también variables especificando la localización intratumoral o 
peritumoral, y la celularidad que lo componía.  
 Regresión histológica: variable dicotómica reflejando la existencia de regresión tumoral 
con desaparición de parte de la masa tumoral y/o fibrosis en sustitución de células 
neoplásicas. Se especificó también en variables adicionales la extensión de esta (focal o 
extensa) y el tipo (temprana o tardía).  
 Nevus asociado: presencia de restos de tecas de células névicas benignas en el interior o 
contigüidad con el melanoma expresado en forma de variable dicotómica. Además se 
recogió en una variable adicional el patrón adquirido o congénito. 
 
 





En el caso del estudio ganglionar las variables recogidas fueron:  
- Número de ganglios afectos.  
- Tipo de metástasis: según la localización de la celularidad metastásica clasificada en 
subcapsular, subcapsular e intraparenquimatosa, intraparenquimatosa o metástasis 
masiva.  
- Tamaño tumoral y número de células metastásicas.  
- Extensión extracapsular de la metástasis.  
- Presencia de necrosis focal o extensa en la metástasis. 
 
4. ESTUDIO MUTACIONAL DE BRAF 
 
La determinación del estado mutacional se realizó en el laboratorio de dermatopatología del 
Hospital Clínico de Salamanca. Un total de 222 muestras tumorales procedentes de 150 pacientes 
fueron analizadas, presentando en dos casos el mismo paciente dos melanomas primarios. Fueron 
estudiados por tanto 152 tumores primarios y 70 metástasis. 
Se obtuvieron 4 secciones de cada una de las muestras tumorales embebidas en parafina. La 
primera sección fue teñida mediante H-E para el control histológico. Con el resto de secciones se 
realizó la macrodisección, seleccionándose las áreas con mayor densidad de células neoplásicas 
mediante marcaje con microscopía óptica por un patólogo experto.  
La extracción de DNA se llevó a cabo, siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando el 
Cobas® DNA sample Preparation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). El estado 
mutacional se determinó mediante Cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany). El test Cobas® es un método molecular basado en la extacción de DNA y la 
amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) del exón 15 
del gen BRAF ubicado en el cromosoma 7q342. La mutación BRAFV600E (1799 T>A) ha sido descrita 
previamente en la Human Gene Mutation Database y en el Catalogue of Somatic Mutations in 
Cancer (COSMIC). Los resultados fueron clasificados como mutado o no mutado (wild-type) según 
la presencia o ausencia de la mutación BRAFV600E  respectivamente.   
Aquellos casos que presentaban discordancia mutacional entre el tejido tumoral y la metástasis, 
en los que se disponía de material tumoral suficiente, fueron enviados a un centro de referencia 
(Servicio de Anatomía Patológica - Hospital 12 de Octubre en Madrid) para su estudio mediante 
secuenciación Sanger e inmunohistoquímica con anticuerpo el anti-BRAFV600E VE1 (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany).   
 





5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Todos los datos recogidos fueron almacenados en una base de datos utilizando la herramienta 
informática SPSS versión 15.0 para Windows (SPSS, Chicago, IL). La base de datos contenía 73 
campos y 152 registros.  Esta misma aplicación informática se utilizó para el estudio estadístico.  
 
Se realizó un análisis descriptivo de las variables clínicas e histopatológicas. Para las variables 
cuantitativas se calcularon medias y desviaciones típicas o medianas y cuartiles. Para las variables 
cualitativas según su distribución de frecuencias. Con el objeto de mostrar la presencia o ausencia 
de una asociación estadísticamente significativa con la presencia de la mutación BRAFV600 se 
realizó estudio comparativo tanto con la variable mutación en el tumor primario como con la 
variable mutación en la metástasis. Esta variable se obtuvo del resultado del estudio mutacional 
de todas las metástasis, aquellos casos que presentaban varias metástasis discordantes entre sí 
fueron excluidos del análisis.  
Mediante el test Chi-cuadrado de Pearson se analizó la asociación de las variables cualitativas. En 
los casos en los que el número de celdas con valores esperados menores de 5 era mayor de un 
20%, se utilizó el test exacto de Fisher o el test Razón de verosimilitud para variables con más de 
dos categorías. Las comparaciones de los valores cuantitativos se realizó mediante la prueba T de 
Student para dos muestras independientes o la prueba no paramétrica U de Mann Whitney según 
el caso. 
Se realizó un análisis de regresión logística multivariante para determinar la presencia de 
mutación incluyendo aquellas variables que resultaron ser estadísticamente significativas a nivel 
0,1 en los análisis previos univariantes. El análisis de supervivencia se realizó mediante el método 
de Kaplan Meier, presentando además las curvas de supervivencia tanto para la presencia de la 
mutación en el tumor primario como en la metástasis. 
En todos los análisis realizados, aquellos resultados con valor de p<0,05 fueron considerados 































































1. ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA 
 
1.1. Variables clínicas 
 
1.1.1.  Hospital de procedencia 
De los 150 pacientes (152 muestras primarias), 100 casos procedían del Hospital Clínico 
Universitario de Salamanca (65.8%), 33 del Hospital Nuestra Señora de Sonsoles de Ávila 
(21.7%), 13 del Complejo Asistencial de Palencia (8.6%) y 6 del Hospital Virgen de la 







Fig.17.- Distribución de los casos según el hospital de procedencia. Hospital Clínico Universitario 
(Salamanca); Hospital Virgen de la Concha (Zamora); Hospital Nuestra Señora de Sonsoles (Ávila); 








Fig.18.- Distribución por  


















1.1.3. Edad  
La edad media al diagnóstico de los pacientes era de un intervalo entre los 17 y 85 años, 
con una media de 58.7 años, una mediana de 62 años y una desviación típica de 14.69. La 








Fig.19.- Distribución de 
las edades de los 







1.1.4. Fototipo y raza 
La distribución por fototipos mostró una mayor presencia de fototipos bajos II (57.5%) y III 




























Intermitente Crónica Acral Mucosa/no 
expuesta















9,9% 29,6% 3,9% 36,2% 19,7% 0,7%
1.1.5. Localización 
Las localizaciones más frecuentes de la lesiones primarias fueron en el tronco (29.6%) y en 
las extremidades (36.2%). 
Fig.21.- Localización de la lesión primaria en la muestra.  
 
1.1.6. Patrón exposición solar 
El patrón de exposición solar más frecuente fue el patrón intermitente (60.5%), seguido 
del patrón acral (19.7%), crónico (17.8%) y finalmente el menos frecuente el compuesto 
















Fig.25.- Antecedentes familiares de otra 
neoplasia. 
 
Otros posibles factores como el vitíligo y la inmunodepresión estaban presente en 2 
(1.3%) y 9 (6%) pacientes respectivamente. La diabetes se objetivó en un 9.9% de los 
pacientes. En el caso de los pacientes con vitíligo sólo uno había fallecido a causa del 
melanoma.  
Variables clínicas  N (%) 
Hospital de procedencia  
Salamanca 100 (65.8%) 
Ávila 33 (21.7%) 
Palencia 13 (8.6%) 
Zamora 6 (3.9%) 
Sexo  
Hombre 68 (44.7%) 
Mujer 84 (55.3%) 
Edad  
<50 años 39(25.7%) 
≥50 años 113 (74.3%) 
Fototipo  
II 50 (57.5%) 
III 33 (37.9%) 
IV  4 (4.6%) 
Raza  
Caucásica 126 (99.2%) 
Hispana 1 (0.8%) 
Localización  
Tronco 45 (29.6%) 
Sacro 6 (3.9%) 
Extremidades 55 (36.2%) 
Manos y pies 30 (19.7%) 
Cabeza y cuello 15 (9.9%) 
Mucosa anal 1 (0.7%) 
Exposición solar  
Intermitente 92 (60.5%) 
Crónica 27 (17.8%) 
Acral 30 (19.7%) 
Mucosas/no expuesta 3 (2%) 
Exposición cabina UVA  
Sí 0 (0%) 

































Variables clínicas  N (%) 
Quemaduras solares infancia  
Sí 38 (82.6%) 
No 8 (17.4%) 
Múltiples nevus (n>20)   
Sí  15 (11.2%) 
No 119 (88.8%) 
Nevus displásicos  
Sí 12 (9%) 
No 122 (91%) 
Vitíligo  
Sí 2 (1.3%) 
No 149 (98.7%) 
Diabetes  
Sí 15 (9.9%) 
No 137 (90.1%) 
Inmunodepresión  
Sí 9 (6%) 
No 141 (94%) 
Nevus previo a la lesión  
Sí 61 (41.5%) 
No 86 (58.5%) 
Ulceración clínica  
Sí 73 (49.3%) 
No 75 (50.7%) 
Ant.personales melanoma  
Sí 8 (5.3%) 
No 144 (94.7%) 
Ant.personales otra neoplasia  
Colon 3 (2%) 
Mama 3 (2%) 
Hematológica 5 (3.3%) 
C.Basocelular 12 (7.9%) 
Otras 4 (2.6%) 
No 124 (82.1%) 
Ant. familiares melanoma  
Sí 8 (5.3%) 
No 143 (94.7%) 
Ant. familiares otra neoplasia  
Colon 5 (5.4%) 
Mama 8 (8.6%) 
Pulmón 5 (5.4%) 
Otras 12 (12.9%) 

















MES MN LMM MLA NC
61,8% 21,1% 0,7% 13,2% 3,3%
1.2. Variables anatomopatológicas 
 
A. Tipo histológico 
Considerando las características histológicas de los tumores primarios, el melanoma de 
extensión superficial fue el subtipo más frecuente (61.8%), seguido del melanoma nodular 
(21.1%) y el melanoma lentiginoso acral (13.2%). Llamativamente en la muestra la 
presencia de léntigo melanoma maligno era baja (0.7%) a pesar de la media de edad. 
Otros tipos como el melanoma spitzoide y desmoplásico estaban presentes en una baja 
frecuencia (Fig.26).  
Fig.26.- Frecuencia de los subtipos histológicos de melanoma en la muestra. 
MES= melanoma de extensión superficial; LMM= léntigo melanoma maligno; 
MN= melanoma nodular; MLA= melanoma lentiginoso acral; NC= no 
clasificable, incluye melanoma spitzoide y melanoma desmoplásico.  
 
B. Ulceración, índice de Breslow y nivel de Clark 
El 52% de los tumores presentaban ulceración (52%) (Fig.27). La mediana del índice de 
Breslow fue de 2.5mm (rango 0.48 a 35 mm). La mayoría de los tumores (96%) 
presentaban un Clark elevado III-V (Tabla 7). 
 
 
Fig.27.- Frecuencia de ulceración 






















Sí / No Temprana/Tardía Focal/Extensa
29,50% 33,30% 74,40%
70,50% 66,70% 25,60%
C. Regresión e infiltrado inflamatorio 
La regresión histológica estaba presente en un 29.5% de la muestra, siendo 
fundamentalmente de tipo tardío y extensión focal (Fig.28).  
 







  Fig.28.- Frecuencia de regresión histológica en el tumor primario. 
Aunque en pocas muestras se objetivó infiltrado inflamatorio intratumoral (24.8%), si 
hubo una elevada frecuencia de inflamación peritumoral (73.3%) en los tumores 
primarios. Dicho infiltrado estaba constituido fundamentalmente por células linfocitarias 









   Fig.29.- Frecuencia de infiltrado inflamatorio en el tumor primario. 
D. Otras variables anatomopatológicas 
Se recabó información de la presencia de otras características histopatológicas como la 
invasión linfovascular, invasión perivascular, invasión perineural, presencia de nevus 





polipoide, fase de crecimiento, celularidad predominante, elastosis, epidermotropismo, 
consumición epidérmica, pigmentación, atipia citológica, necrosis, satelitosis 
microscópicas, micronódulos y presencia de discohesión celular. Todas ellas quedan 
recogidas en la tabla 7.  
Variables anatomopatológicas N (%) 
Subtipo  
MES 94(61.8%) 
MN 32 (21%) 
LMM 1 (0.7%) 
MLA 20(13.2%) 
Otros 5 (3.3%) 
Ulceración  
Sí  77 (52%) 
No 71 (48%) 
Índice de Breslow  
<0.75 mm 5 (3.3%) 
0.75-1 mm 9 (6%) 
1.01-2 mm 48 (32.0%) 
2.01-4 mm 50 (33.3%) 
>4 mm 38 (25.3%) 
Clark  
I 0 (0%) 
II 6 (4%) 
III   34 (22.8%) 
IV 87 (58.4%) 
V 22 (14.8%) 
Regresión  
Sí 43 (29.5%) 
No 103 (70.5%) 
Tipo de regresión  
Temprana 13 (33.3%) 
Tardía 26 (66.7%) 
Extensión de regresión  
Focal 29 (74.4%) 




Sí 107 (73.3%) 




Sí 36 (24.8%) 
No 109 (75.2%) 
Celularidad inflamatoria  
Linfocitario 88 (81.5%) 
Linfoplasmocitario 20 (18.5%) 
Invasión linfovascular  
Sí 20(13.8%) 
No 125 (86.2%) 
Invasión perivascular  
Sí 65 (44.8%) 





Variables anatomopatológicas  N (%) 
Invasión perineural  
Sí 3 (2.1%) 
No 139 (97.9%) 
Nevus asociado  
Sí 32 (21.9%) 
No 114 (78.1%) 
Mitosis  
Sí 119 (81.5%) 
No 27 (18.5%) 
Mitosis atípicas  
Sí   27 (20%) 
No 108 (80%) 
Pagetoide  
Sí 32 (21.5%) 
No 117 (78.5%) 
Polipoide  
Sí 72 (50.7%) 
No 70 (49.3%) 
Fase de crecimiento  
Radial 8 (5.3%) 
Vertical 144 (94.7%) 
Celularidad  
Epitelioide 58 (38.9%) 
Fusocelular 28 (18.8%) 
Névica 47 (31.5%) 
Spitzoide 14 (9.4%) 
Plasmocitoide 2 (1.3%) 
Elastosis  
Sí  35 (24.3%) 
No 109 (75.7%) 
Epidermotropismo  
Sí  101 (68.2%) 
No 47 (31.8%) 
Consumición epidérmica  
Sí 87 (59.2%) 
No 60 (40.8%) 
Pigmentación  
Sí 115 (77.2%) 
No 34 (22.8%) 
Atipia citológica  
Sí 144 (97.3%) 
No 4 (2.7%) 
Necrosis  
Sí 11 (7.6%) 
No 134 (92.4%) 
Satelitosis microscópicas  
Sí 7 (4.9%) 
No 137 (95.1%) 
Micronódulos  
Sí 24 (16.3%) 
No 123 (83.7%) 
Discohesión  
Sí 29 (19.7%) 
No 118 (80.3%) 










Masiva (>90%) Intraparenq Subcaps Subcaps + 
intraparenq


















Sin extensión Extensión 
extracapsular
% 84% 16%
E.  Metástasis 
El estudio de las metástasis ganglionares mostró un elevado porcentaje de metástasis con 
afectación extensa, siendo un 19% metástasis masivas (>90% del ganglio afecto) y un 39% 
subcapsulares e intraparenquimatosas. En un bajo porcentaje (16%) las metástasis 
presentaban extensión extracapsular y tan sólo un 21% presentaban necrosis en su 
interior.  





Fig.31.- Extensión extracapsular (A) y necrosis (B) en metástasis ganglionares. La necrosis 









Fig.32.- Frecuencia de la mutación 
BRAFV600E en el tumor primario. 
mutados
no mutados
2. RESULTADOS GLOBALES DEL ESTUDIO DE LA MUTACIÓN 
 
 
2.1. Frecuencia de la mutación en el tumor primario y las metástasis 
 Se llevó a cabo el estudio del estado mutacional de BRAF mediante el test Cobas® en 152 
tumores primarios procedentes de 150 pacientes. Se obtuvo una elevada frecuencia de la 
mutación estando presente en más de la mitad de la muestra (55.9%). 
El estudio del tejido metastásico mostró la presencia de la mutación en:  
- 52.9% de las metástasis ganglionares (n=51) 
- 66.7% de las metástasis cutáneas (n=15) 
















2.2. Concordancia mutacional entre el tumor primario y las metástasis 
En el estudio inicial mediante RT-qPCR se encontraron 13 casos discordantes (12 metástasis 
ganglionares y 1 en partes blandas). Se trataba en todos los casos de tumores primarios mutados 
sin hallazgo de mutación en la metástasis. En seis de las 12 metástasis ganglionares que 
presentaban discordancia mutacional (ausencia de mutación en metástasis ganglionares con el 
test Cobas®) se disponía de muestra suficiente por lo que fueron estudiados en el Servicio de 
Anatomía Patológica del Hospital 12 de Octubre mediante técnicas complementarias (tabla 8). Se 
obtuvieron resultados positivos para la presencia de la mutación BRAFV600E en la metástasis 
mediante secuenciación de Sanger en 4 casos e inmunohistoquímica en 6 casos. Todas las 
muestras presentaban un bajo porcentaje de tejido tumoral en las metástasis (≤5% en 4 casos y 
10% en 2 casos) y en ningún caso se obtuvo por secuenciación mutaciones distintas de la V600E. 
La discordancia finalmente fue de 6 casos en metástasis ganglionares y 1 caso en metástasis en 
partes blandas, aunque todos los casos discordantes se trataban de muestras que no habían 
podido ser estudiadas mediante técnicas complementarias (secuenciación o inmunohistoquímica) 


































Tabla.8.-Metástasis ganglionares cuya mutación fue estudiada mediante otras técnicas. Test 
Cobas®, secuenciación de Sanger e inmunohistoquímica anti-BRAF
V600E 
(VE1), especificado el 
porcentaje del tejido tumoral en el ganglio. BRAF
WT
=tejido no portadores de la mutación en BRAF.  
 
El estado mutacional de BRAF  fue concordante entre el tumor primario y las metástasis en 63 de 
los 70 casos (90% de concordancia). Analizando por separado se objetivó una concordancia de: 
88.2% (45/51) en metástasis ganglionares, del 93.3% (14/15) en metástasis en partes blandas y 









Fig.33.- Concordancia entre tumor primario y las distintas metástasis. Se objetiva discordancia 
discreta en metástasis ganglionares y en partes blandas. Mtx= metástasis. 
 
Los tumores no portadores de la mutación mostraron una concordancia del 100% con las 
metástasis ganglionares, cutáneas y hematógenas. Los tumores portadores de la mutación 
(BRAFV600E) mostraron una concordancia global del 85%, en metástasis ganglionares del 88%, en 







































































Tablas 9.- Tumores primarios portadores 
(BRAF
V600E
) y no portadores de la mutación 
(BRAF
WT
). Concordancia con sus metástasis. 
BRAFprim = estado de BRAF en tumor primario; 
BRAFgg = estado de BRAF en metástasis 
ganglionar; BRAFpb = estado de BRAF en 
metástasis en partes blandas; BRAFhem = 
estado de BRAF en metástasis hematógenas; SL= 





ID BRAFprim BRAFgg BRAFpb BRAFhem
6 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
33 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
43 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
47 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
52 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
60 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
62 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
72 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
73 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
75 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
77 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
86 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
89 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
108 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
111 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
121 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
124 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
129 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
134 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
137 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
143 BRAF
V600E BRAFV600E SL SL
10 BRAF
V600E BRAFV600E BRAFV600E SL
31 BRAF
V600E BRAFV600E BRAFV600E SL
76 BRAF
V600E BRAFV600E BRAFV600E SL
123 BRAF
V600E BRAFV600E BRAFV600E SL
151 BRAF
V600E BRAFV600E BRAFV600E SL
101 BRAF






















V600E BRAFWT BRAFV600E SL
97 BRAF
V600E BRAFWT BRAFV600E SL
23 BRAF
V600E BRAFWT SL SL
102 BRAF
V600E BRAFWT SL SL
109 BRAF
V600E BRAFWT SL SL
45 BRAF






ID BRAFprim BRAFgg BRAFpb BRAFhem
5 BRAF
WT BRAFWT SL SL
17 BRAF
WT BRAFWT SL SL
24 BRAF
WT BRAFWT SL SL
29 BRAF
WT BRAFWT SL SL
36 BRAF
WT BRAFWT SL SL
37 BRAF
WT BRAFWT SL SL
46 BRAF
WT BRAFWT SL SL
53 BRAF
WT BRAFWT SL SL
55 BRAF
WT BRAFWT SL SL
99 BRAF
WT BRAFWT SL SL
104 BRAF
WT BRAFWT SL SL
112 BRAF
WT BRAFWT SL SL
136 BRAF
WT BRAFWT SL SL
144 BRAF
WT BRAFWT SL SL
152 BRAF
WT BRAFWT SL SL
149 BRAF
WT BRAFWT SL BRAF
WT
115 BRAF
WT BRAFWT BRAFWT SL
64 BRAF



















Uno de los casos mostró resultados muy llamativos. Se trataba de un paciente diagnosticado de 
dos melanomas primarios simultáneamente: un melanoma de extensión superficial de 1’55 mm 
de índice de Breslow no ulcerado localizado en la espalda en la región escapular derecha; y un 
melanoma nodular ulcerado de 7’1mm de índice de Breslow localizado en la espalda en zona 
lumbar derecha. Tras cuatro meses del diagnóstico el paciente desarrolló metástasis axilares 
derechas macroscópicas por lo que fue realizada una linfadenectomía terapéutica. Se consideró al 
paciente un estadio IIIA (atribuyéndose la metástasis al MES escapular derecho por su mayor 
proximidad) y se pautó adyuvancia con IFN, no incluyéndolo como candidato a otros 
tratamientos. Posteriormente desarrolló numerosas metástasis cutáneas y subcutáneas en cara 
lateral del tórax y pectoral derechos (Fig.35), por lo que inició tratamiento con DTIC y más tarde 
ipilimumab, en ambos casos con progresión a metástasis hematógenas pulmonares y óseas. Se 
realizó entonces el estudio mutacional mostrando que el MES escapular era BRAFWT y el MN era 
BRAFV600E, las metástasis axilares y en partes blandas en cambio eran BRAFV600E. Tras iniciar 
Vemurafenib presentó una mejoría significativa de todas las lesiones pero precisó reducción de 
dosis por toxicidad cutánea. Tras 7 meses de tratamiento presentó progresión cutánea y cerebral, 
falleciendo el paciente a los pocos meses.  
El estudio mutacional en este caso nos permitió ver que las metástasis ganglionares y cutáneas 
inicialmente atribuidas al melanoma escapular y clasificadas en un estadio III, se trataban en 
realidad de metástasis a distancia del melanoma lumbar, y por tanto era un paciente en estadio IV 
ya entonces candidato a BRAFi que se hubiese beneficiado de una mayor precocidad de dicho 
tratamiento. Se puso así en evidencia la importancia de la realización del estudio mutacional en la 











Fig.34.- Paciente con dos melanomas primarios.  Melanoma de extensión superficial en escapular derecho 
BRAF
WT
, melanoma nodular lumbar derecho BRAF
V600E















Cabeza/cuello Tronco Extremidades Manos/pies Mucosas
No mutado 6 18 13 19 1








Fig.35.- Metástasis cutáneas, subcutáneas y 
cicatriz de linfadenectomía axilar derecha en el 
mismo paciente. El estudio de la mutación 








2.3. Asociación de la mutación BRAFV600E con variables clínicas 
2.3.1. Tumor primario y variables clínicas 
Se realizaron análisis que permitiesen correlacionar la mutación en el tumor primario con las 
distintas variables clínicas. La media de edad de los pacientes portadores de la mutación BRAFV600E  
en el tumor primario fue de 57 años. La edad no mostró asociación significativa con la mutación, 
tampoco cuando se realizaron análisis por subgrupos:  
- Menor de 40, 40-60 y mayor de 60 años (p=0.377) 
- Menor o igual a 60 y mayor de 60 años (p=0.189) 
- Menor de 50 y mayor o igual a 50 años (p=0.233) 
La localización no mostró asociación significativa con la mutación aunque destacaba una clara 
predominancia de lesiones mutadas en tronco (60%) y extremidades (58.2%). Llamaba la atención 
la presencia de 6 melanomas en sacro, todos ellos mutados (Fig.36).  
Fig.36.- Asociación de la mutación BRAF
V600E
















No mutado 32,6% 65,5% 33,3% 59,3%



























El patrón de exposición solar intermitente se asoció (p=0.003) con la presencia de la mutación, 
presentándola hasta un 66.7% de estos tumores. Los melanomas localizados en zonas acras y de 
exposición crónica presentaban una menor frecuencia de la mutación (34.5% y 40.7% 
respectivamente) (Fig.37). 
Fig.37.- Asociación de la mutación BRAF
V600E
 con el patrón de exposición solar. 
Las variables raza, exposición a cabina de rayos UVA, antecedentes de vitíligo e inmunodepresión 
presentaban un tamaño muestral muy bajo de pacientes por lo que se excluyeron del análisis. El 
sexo, el fototipo, la presencia de múltiples nevus, las quemaduras solares en la infancia, los 
antecedentes personales o familiares de melanoma y los antecedentes familiares de otra 
neoplasia no presentaron asociación significativa con la presencia de la mutación en el tumor 
primario (tabla 10).  
La presencia de metástasis ganglionares sí mostró una asociación significativa con la mutación en 
el tumor primario (p=0.017) (Fig.38). El estadio tumoral AJCC en cambio no mostró asociación 
significativa (p=0.086).  
 
 









Variables clínicas  Pacientes primario BRAF
M
/Total pacientes p 
Edad   
<50 años 25/39 (64.1%) 0.233 
≥50 años 60/113 (53.1%)  
Sexo   
Hombre 37/68 (54.4%) 0.736 
Mujer 48/84 (57.1%)  
Localización   
Tronco 33/51 (64.7%) 0.108 
Extremidades 32/55 (58.2%)  
Manos y pies 11/30 (36.7%)  
Cabeza y cuello 9/15 (60%)  
Mucosa  0/1 (0%)  
Exposición solar   
Intermitente 62/92 (67.4%) 0.003 
Crónica 11/27 (40.7%)  
Acral 10/29(34.5%)  
Mucosa/no expuesta 2/3 (66.7%)  
Múltiples nevus (n>20)    
Sí  6/15 (40%) 0.208 
No 68/119 (57.1%)  
Nevus displásicos   
Sí 6/12 (50%) 0.703 
No 68/122 (55.7%)  
Fototipo   
II 28/50 (56%) 0.398 
III 20/33 (60.6%)  
IV  1/4 (25%)  
Quemaduras solares infancia   
Sí 19/38 (50%) 0.999 
No 4/8 (50%)  
Ant.personales melanoma   
Sí 4/8  (50%) 0.729 
No 81/144 (56.2%)  
Ant. familiares melanoma   
Sí 5/8 (62.5%) 0.688 
No 79/143 (62.5%)  
Ant.personales otra neoplasia   
Colon 1/3 (33.3%) 0.478 
Mama 1/3 (33.3%)  
Hematológica 1/5 (20%)  
C.Basocelular 6/12 (50%)  
Otras 2/4 (50%)  
No 73/124 (58.9%)  
Ant. familiares otra neoplasia   
Colon 3/5 (60%) 0.936 
Mama 5/8 (62.5%)  
Pulmón 3/5 (60%)  
Otras 6/12 (50%)  
No 31/63 (49.2%)  
   
Tabla 10.- Asociación de la mutación BRAF
V600E






La mortalidad por melanoma, así como la presencia de lesiones metastásicas de melanoma en 
general y más específicamente metástasis satélites, en tránsito, hematógenas, cutáneas y 
ganglionares a distancia, no se asoció significativamente con la mutación en el tumor primario 
(tabla 11).  
  
Variables clínicas   Pacientes primario BRAF
M
/Total pacientes P 
Fallecimiento por melanoma   
Sí 12/28 (42.9%) 0.132 
No 64/109 (58.7%)  
Metástasis melanoma   
Sí 47/79 (59.5%) 0.412 
No  37/34 (52.1%)  
Satelitosis   
Sí 15/24 (62.5%) 0.414 
No 63/118 (53.4%)  
Metástasis ganglionares   
Sí 43/64 (67.2%) 0.017 
No 42/87 (47.7%)  
Metástasis en tránsito   
Sí 10/15 (66.7%) 0.350 
No 68/126 (54%)  
Metástasis cutáneas a distancia   
Sí 9/15 (60%) 0.676 
No 69/127 (54.3%)  
Metástasis ganglionares a distancia   
Sí 6/15 (40%) 0.229 
No 71/126 (56.3%)  
Metástasis hematógenas   
Sí 16/33 (48.5%) 0.352 
No 64/111 (57.7%)  
Estadio AJCC   
I 20/30 (66.7%) 0.086 
II 17/41 (41.5%)  
III 27/41 (65.9%)  
IV 21/39 (53.8%)  
Estadio AJCC agrupado   
I-II 37/71 (52.1%) 0.329 
III-IV 48/80 (60%)  
   
Tabla 11.- Asociación de la mutación BRAF
V600E
 en el tumor primario con presencia de metástasis y 










2.3.2. Metástasis y variables clínicas 
Se realizó de forma complementaria un análisis para valorar la asociación de la presencia de la 
mutación BRAFV600E en las lesiones metastásicas con las variables clínicas. Los resultados no 
mostraron asociación con la edad, sexo, localización del tumor primario, patrón de exposición 
solar, presencia de múltiples nevus o nevus displásicos, antecedentes personales o familiares de 
melanoma, estadio AJCC, supervivencia libre de progresión o supervivencia global.  
Variables clínicas  Pacientes metástasis BRAF
M
/Total pacientes con metástasis P 
Edad   
<50 años 7/17 (41.2%) 0.255 
≥50 años 23/39 (59%)  
Sexo   
Hombre 13/23 (56.5%) 0.789 
Mujer 17/33 (51.5%)  
Localización   
Tronco 14/23 (60.9%) 0.228 
Extremidades 10/17 (58.8%)  
Manos y pies 3/11 (27.3%)  
Cabeza y cuello 3/4 (75%)  
Mucosa anal 0/1 (0%)  
Exposición solar   
Intermitente 21/34 (61.8%) 0.238 
Crónica 4/8 (50%)  
Acral 3/11 (27.3%)  
Mucosas 2/3 (66.7%)  
Múltiples nevus (n>20)    
Sí  2/4 (50%) 0.228 
No 22/41 (53.7%)  
Nevus displásicos   
Sí 1/4 (25%) 0.326 
No 23/41 (56.1%)  
Ant.personales melanoma   
Sí 4/8 (50%) 0.729 
No 81/144 (56.2%)  
Ant. familiares melanoma   
Sí 2/2 (100%) 0.492 
No 27/53 (50.9%)  
Estadio AJCC   
III 17/31 (54.8%) 0.976 
IV 12/23 (52.2%)  
   














pagetoides, con micronódulos y escasas mitosis atípicas aproximándose a la significación 
estadística (p<0.1) aunque sin alcanzarla.  
Variables histopatológicas  Pacientes primario BRAF
M
/Total pacientes P 
Subtipo   
MES 64/93(68.7%) <0.001 
MN 17/31 (54.8%)  
LMM 0/1 (0%)  
MLA 4/20/20%)  
NC 0/5 (0%)  
Ulceración   
Sí  38/77 (49.4%%) 0.184 
No 44/71 (62%)  
Clark   
I 1/1 (100%) 0.093 
II 4/6 (66.7%)  
III 17/34 (50%)  
IV 55/87 (63.2%)  
V 8/22 (36.4%)  
Índice de Breslow   
<0.75 mm 1/5 (20%) 0.532 
0.75-1 mm 6/9 (66.7%)  
1.01-2 mm 28/48 (58.3%)  
2.01-4 mm 28/50 (56%)  
>4 mm 21/38 (55.3%)  
Celularidad   
Epitelioide 38/58 (65.5%) 0.059 
Fusocelular 9/28 (32.1%)  
Névica 25/47 (53.2%)  
Spitzoide 9/14 (64.3%)  
Plasmocitoide 1/2 (50%)  
Elastosis   
Sí  16/35 (45.7%) 0.249 
No 62/109 (56.9%)  
Epidermotropismo   
Sí  60/101 (59.4%) 0.094 
No 21/47 (44.7%)  
Consumición epidérmica   
Sí 57/87 (65.5%) 0.002  
No 23/60 (38.3%)  
Fase de crecimiento   
Radial 5/8 (62.5%) 0.700 
Vertical 80/144 (55.6%)  
Pigmentación   
Sí 68/115 (59.1%) 0.064 
No 14/34 (41.2%)  
Atipia citológica   
Sí 79/144 (54.9%) 0.835 
No 2/4 (50%)  
Necrosis   
Sí 4/11 (36.4%) 0.340 
No 76/134 (56.7%)  
Variables histopatológicas  Pacientes primario BRAF
M
/Total pacientes P 





Sí 4/7 (57.1%) 0.918 
No 75/137 (54.7%)  
Micronódulos   
Sí 17/24 (70.8%) 0.078 
No 63/123 (51.2%)  
Discohesión   
Sí 16/29 (55.2%) 0.964 
No 64/118 (54.2%)  
Nevus asociado   
Sí 19/32 (59.4%) 0.679 
No 63/114 (55.3%)  
Invasión linfovascular   
Sí 10/20 (50%) 0.570 
No 81/145 (55.9%)  
Invasión perivascular   
Sí 42/64 (65.6%) 0.045 
No 39/80 (65.6%)  
Invasión perineural   
Sí 2/3 (66.7%) 0.697 
No 77/139 (55.4%)  
Infiltrado inflamatorio peritumoral   
Sí 59/107 (55.1%) 0.891 
No 22/39 (56.4%)  
Infiltrado inflamatorio intratumoral   
Sí 21/36 (58.3%) 0.593 
No 58/109 (53.2%)  
Celularidad inflamatoria   
Linfocitario 47/88 (53.4%) 0.593 
Linfoplasmocitario 12/20 (60%)  
Regresión   
Sí 26/43 (60.5%) 0.434 
No 55/103 (53.4%)  
Tipo de regresión   
Temprana 8/13 (61.5%) 0.999 
Tardía 16/26 (61.5%)  
Extensión de regresión   
Focal 16/29 (55.2%) 0.164 
Extensa 8/10 (80%)  
Mitosis   
Sí 65/119 (54.6%) 0.662 
No 16/27 (59.3%)  
Mitosis atípicas   
Sí 11/27 (40.7%) 0.083 
No 64/108 (59.3%)  
Pagetoide   
Sí 22/32 (68.8%) 0.078 
No 60/117 (51.3%)  
Polipoide   
Sí 40/72 (55.6%) 0.747 
No 37/70 (52.9%)  
   
   
Tabla 13.- Asociación de la mutación BRAF
V600E







Variables histológicas ganglio 
  





Metástasis extracapsular   
Sí 8/9 (88.9%) 0.017 
No 19/42 (45.2%)  
Metástasis con necrosis   
Sí 10/12 (83.3%) 0.016 
No 17/39 (43.6%)  
Afectación ganglionar   
Masiva (>90%) 8/11 (72.7%) 0.997 
Intraparenquimatosa 3/8 (37.5%)  
Subcapsular 5/12 (41.7%)  
Subcapsular+intraparenquimatosa 11/20 (55%)  
   
Tabla 14.- Asociación de la mutación BRAF
V600E
  en la metástasis ganglionar con variables 
anatomopatológicas en el ganglio. 
 
3. Valor de la mutación en el tumor primario y en la metástasis como factor pronóstico 
 
Dado que cuatro pacientes iniciaron tratamiento con ipilimumab durante el estudio y este ha 
mostrado afectar a la supervivencia libre de progresión (SLP) y supervivencia global (SG), se 
decidió excluir a estos pacientes para el análisis pronóstico, uno de ellos además fue tratado con 
vemurafenib. Ninguno de los restantes pacientes había sido tratado con terapia dirigida ni anti-
PD1. El seguimiento de dos pacientes superior a 20 años era muy prolongado en el tiempo (254 y 
346 meses) por lo que también se omitió su análisis en los estudios de supervivencia.  
La supervivencia media de los pacientes del estudio fue de 9.9 años (118.88 meses IC 95% 103.59-
134.17), siendo la supervivencia a 5 años de un 69% y a los 10 años de un 69%. La supervivencia 
atribuible de forma específica a la enfermedad (muerte por melanoma) fue de un 78% y 60% a los 
5 y 10 años respectivamente. Al valorar la presencia de la mutación BRAFV600E como factor 
pronóstico se objetivó que los pacientes que la presentaban en el tumor primario tenían una 
supervivencia media de 10.5 años (126.87 meses IC95% 101.45-147.30) frente a 8.1 años en 
aquellos que no la presentaban (98.23 IC95% 82.77-113.70). La supervivencia específica de la 
enfermedad mostraba valores incluso superiores con una media de 11.9 años (143.07 meses 
IC95% 123.83-162.32) frente a 8.5 años (103.10 meses IC95% 87.57-118.64) en aquellos no 
portadores de la mutación. En el caso de la presencia de la mutación en la metástasis  (y también 





tanto global como específica en los pacientes con metástasis portadoras de la mutación. Ninguno 
de estos valores presentó una asociación estadísticamente significativa (tabla 15).  
Fig.44.- Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global y supervivencia específica en pacientes 
portadores de la mutación BRAF
V600E 
en el tumor primario.  
 
Fig.45.- Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global y supervivencia específica en pacientes 
portadores de la mutación BRAF
V600E 








Tabla 15.- Análisis de supervivencia. Estudio de la supervivencia global, específica y libre de progresión 
y su relación con la presenta de la mutación en el tumor primario, en las metástasis y, más 
específicamente, en la metástasis ganglionar. MTX=metástasis.  
La media de supervivencia libre de progresión fue de 9.5 años (114.92 meses IC95% 98.791-
131.064), con una SLP a los 5 años del 65% y a los 10 años del 53%. La SLP mostró ser mayor en 
aquellos pacientes portadores de la mutación BRAFV600E tanto en el tumor primario, como en la 
metástasis y, más específicamente, en la metástasis ganglionar. En ningún caso alcanzó 
significación estadística (tabla 15).  
Tanto la SG como la SE y la SLP mostraron, por tanto, ser mayores en aquellos pacientes 
portadores de la mutación, aunque en ningún caso dicha asociación fue estadísticamente 










típico Inferior Superior 
 5 años 10 años 
SUPERVIVENCIA GLOBAL        
General  122.694 7.895 107.220 138.169  72% 56% 
BRAF tumor primario No mutado 99.516 7.993 83.849 115.182 0.441 74% 32% 
Mutado 132.639 10.442 112.172 153.105  70% 63% 
BRAF MTX No mutado 80.742 10.746 59.679 101.805 0.807 61% 0% 
 Mutado 99.477 14.042 71.955 127.000  57% 47% 
BRAF MTX ganglionar No mutado 79.873 10.846 58.615 101.131 0.868 53% 0% 
 Mutado 105.029 16.404 72.876 137.181  59% 59% 
SUPERVIVENCIA ESPECÍFICA       
General  132.563 7.957 116.968 148.158  80% 63% 
BRAF tumor primario No mutado 104.627 8.001 88.945 120.310 0.371 80% 35% 
 Mutado 147.378 9.673 128.420 166.336  81% 73% 
BRAF MTX No mutado 83.832 11.056 62.164 105.501 0.463 66% 0% 
 
Mutado 116.294 13.732 89.380 143.208  72% 60% 
BRAF MTX ganglionar No mutado 86.659 11.380 64.353 108.964 0.704 62% 0% 
 Mutado 118.629 16.446 86.394 150.864  72% 72% 
SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESIÓN 
  
   
General  117.721 8.298 101.457 133.984  67% 54% 
BRAF tumor primario No mutado 94.135 9.274 75.958 112.313 0.655 62% 51% 
 
Mutado 125.393 10.719 104.384 146.403  71% 58% 
BRAF MTX No mutado 60.723 10.007 41.110 80.336 0.603 47% 0% 
 Mutado 80.894 14.217 53.030 108.759  54% 34% 
BRAF MTX ganglionar No mutado 62.441 10.077 42.690 82.193 0.536 46% 33% 
 Mutado 84.769 16.019 53.372 116.165  55% 39% 





Fig.46.- Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresión en pacientes portadores de la 
mutación BRAF
V600E 
en el tumor primario y en la metástasis. Comparativa de pacientes portadores de la 
mutación versus no mutados.  
 
4. Regresión logística 
 
4.1. Mutación BRAFV600E en el tumor primario 
Con el objeto de cuantificar la asociación entre las variables estadísticamente significativas o con 
p valor <0.1 se realizó un análisis de regresión logística univariante. Dado el bajo tamaño muestral 
en las categorías de algunas variables se realizaron agrupaciones. Los resultados se muestran en 
la tabla 15 donde podemos observar como la mutación BRAFV600E en el tumor primario se asocia 
con:  
- El patrón de exposición solar intermitente (OR 3.01 IC 95% 1.24-7.27 p=0.015) y la  
presencia de metástasis ganglionares (OR 2.24 IC 95% 1.15-4.38 p=0.018) se asocian a la 
presencia de la mutación  BRAFV600E en el tumor primario.  
- El estadio II de la AJCC (OR 0.35 IC 95% 0.13-0.94 p=0.038) se asocia con la ausencia de la 
mutación BRAFV600E en el tumor primario.  
- El subtipo histológico MES (OR 11.73 IC 95% 3.71-37.06 p<0.001) y MN (OR 6.23 IC 95% 
1.75-22.23 p=0.005), la consumición epidérmica (OR 3.6 IC 95% 1.54-6.05, p=0.001), la 






4.01 IC 95% 1.54-10.48 p=0.005) son factores histológicos que se asocian con la presencia 
de la mutación BRAFV600E en el tumor primario.  
 
 
Tabla 16.- Análisis de regresión logística univariante de las variables que mostraron asociación con 
valores de p<0.1 en el tumor primario.  
Posteriormente se realizó un análisis multivariante con el objetivo de ajustar las variables que 
fueron estadísticamente significativas tanto clínica como histológicamente en el tumor primario 
(tablas 16 y 17). Se objetivó que la asociación se mantenía significativa en el patrón de exposición 
solar intermitente y la presencia de metástasis ganglionares. En el caso de las variables 
histopatológicas tanto el subtipo MES como MN mantenían la significación, no así la consumición 
epidérmica ni la celularidad epitelioide. La presencia de invasión perivascular se mantenía 
próxima a la significación estadística aunque sin alcanzarla.  
 
  B p-valor OR I.C. 95% para OR 
     Inferior Superior 
Patrón exposición solar Crónica    0,002       
Acral + Mucosas -0,18 0,729 0,83 0,29 2,36 
Intermitente 1,10 0,015 3,01 1,24 7,27 
Metástasis ganglionar  Sí vs no 0,81 0,018 2,24 1,15 4,38 
Estadio AJCC I   0,092       
 II -1,04 0,038 0,35 0,13 0,94 
 III -0,04 0,943 0,96 0,36 2,61 
 IV -0,54 0,284 0,58 0,22 1,56 
Subtipo histológico MLA + LMM + 
Otros 
  <0,001       
 MES 2,46 <0,001 11,73 3,71 37,06 
 MN 1,83 0,005 6,23 1,75 22,23 
Consumición epidérmica  Sí vs no 1,12 0,001 3,06 1,54 6,05 
Invasión perivascular  Sí vs no 0,70 0,044 2,01 1,02 3,95 
Celularidad predominante Fusocelular  0,037    
 
Epitelioide 1,39 0,005 4,01 1,54 10,48 
Névica 0,88 0,080 2,40 0,90 6,38 
Otras 1,26 0,055 3,52 0,97 12,73 
Micronódulos  Sí vs no 0,84 0,083 2,31 0,90 5,97 
Epidermotropismo  Sí vs no 0,59 0,096 1,81 0,90 3,64 
Nivel de Clark I - II   0,102       
 III -0,92 0,311 0,40 0,07 2,35 
 IV -0,37 0,665 0,69 0,13 3,75 
 V -1,48 0,119 0,23 0,04 1,46 
Pigmentación  Sí vs no 0,73 0,067 2,07 0,95 4,50 
Mitosis atípicas  Sí vs no -0,75 0,087 0,47 0,20 1,12 
Patrón pagetoide  Sí vs no -0,73 0,082 2,09 0,91 4,79 





Tabla 17.- Análisis de regresión logística multivariante de las variables clínicas que mostraron 
asociación estadísticamente significativa (p<0.05). 
Tabla 18.- Análisis de regresión logística multivariante de las variables histopatológicas que 
mostraron asociación estadísticamente significativa (p<0.05). 
 
 
4.2. Mutación BRAFV600E en la metástasis ganglionar 
En el análisis de regresión logística univariante, tanto la presencia de necrosis (OR 6.47 IC 95% 
1.25-33.52 p=0.026) como de extensión extracapsular (OR 9.68 IC 95% 1.11-84.46 p= 0.040) en la 
metástasis ganglionar mostraron estar asociados significativamente con la presencia de  la 
mutación BRAFV600E en la metástasis ganglionar (tabla 18). 
 
 
Tabla 19.- Análisis de regresión logística univariante de las variables que mostraron asociación con 
valores de p<0.1 en la metástasis ganglionar.  
  B p-valor OR I.C. 95% para OR 
     Inferior Superior 
Patrón exposición solar Crónica    0,004       
Acral + Mucosas -0,240 0,659 0,787 0,271 2,280 
Intermitente 1,042 0,023 2,834 1,155 6,953 
Metástasis ganglionar  Sí vs No 0,772 0,030 2,163 1,078 4,342 
 Constante -0,642 0,125 0,526     
       
  B p-valor OR I.C. 95% para OR 
     Inferior Superior 
Subtipo histológico MLA + LMM + Otros   0,003       
 MES 2,172 0,001 8,775 2,501 30,786 
 MN 1,720 0,015 5,585 1,404 22,209 
Consumición epidérmica  Sí vs No 0,635 0,116 1,887 0,855 4,164 
Invasión perivascular  Sí vs No 0,736 0,069 2,087 0,944 4,617 
Celularidad predominante fusocelular   0,463       
 
epitelioide 0,877 0,113 2,404 0,812 7,118 
névica 0,532 0,355 1,702 0,552 5,253 
otras 0,485 0,513 1,625 0,379 6,967 
 Constante  -2,766 0,000 0,063   
       
  B p-valor OR I.C. 95% para OR 
     Inferior Superior 
Afectación extracapsular ganglio Sí vs no 2,27 0,040 9,68 1,11 84,46 
Necrosis en el ganglio Sí vs no 1,87 0,026 6,47 1,25 33,52 





Esta significación se perdía en el análisis multivariante debido a que ambas variables están 
asociadas entre sí (p=0.027). Se decidió crear una nueva variable definida por la presencia o 
ausencia de afectación extracapsular y/o necrosis en el ganglio. Se analizó la asociación de dicha 
variable con la presencia de la mutación BRAFV600E en la metástasis ganglionar encontrando una 




Tabla 20.- Asociación de la afectación extracapsular y/o necrosis con la mutación BRAF
V600E
 en la 
metástasis ganglionar.  
 
 
  B p-valor OR I.C. 95% para OR 
     Inferior Superior 
Afectación extracapsular y/o necrosis  Sí vs no 1,87 0,010 6,50 1,56 27,05 
 Constante -0,41 0,240 0,67   





















































1. LA MUTACIÓN BRAF 
El melanoma cutáneo es una enfermedad influenciada por diversas alteraciones genéticas. En los 
últimos años, las alteraciones en la vía de la MAPK se han mostrado de gran relevancia en esta 
patología habiéndose planteado que sus mutaciones podrían no sólo influir en el desarrollo de la 
enfermedad267, sino también en su posterior progresión2. De entre las posibles alteraciones en 
esta vía, la mutación en BRAF se ha evidenciado como una de las más frecuentes en el melanoma 
cutáneo.  
Nuestro estudio analiza la presencia de la mutación BRAFV600E tanto en los tumores primarios 
como sus metástasis correspondientes, recogiendo una amplia información sobre variables 
clínicas e histopatológicas. El tamaño muestral es uno de los más amplios analizados hasta ahora 
con 152 tumores primarios y 70 metástasis de melanoma. Se trata además de un estudio 
multicéntrico que permite obtener una muestra representativa de la población de Castilla y León. 
El análisis de la muestra refleja una distribución homogénea por sexos con una frecuencia 
discretamente superior de mujeres, una edad media alta de 58.7 años, un claro predominio de la 
raza caucásica con fototipos II-III y una frecuencia superior de tumores en extremidades 
probablemente condicionada por la predominancia del sexo femenino, todo ello correspondiente 
a la población esperada en nuestro medio. Llama la atención la baja frecuencia de antecedentes 
familiares y personales de melanoma (5%) así como otras neoplasias como el cáncer de páncreas, 
reflejando una baja frecuencia de melanoma familiar en esta población. Del mismo modo, a pesar 
de una mediana de edad avanzada en la muestra, destaca la baja frecuencia de lesiones con 
patrón de LMM, habiendo un claro predominio de MES en nuestros pacientes. Dado que el 
criterio de selección de la muestra era que se tratase de pacientes que hubiesen sido sometidos a 
estudio ganglionar (BSGC o linfadenectomía), cabe esperar una baja frecuencia de melanomas 
poco invasivos y por tanto una elevada representación de alto índice de Breslow, nivel de Clark y 
estadio AJCC. A pesar de ello la ulceración histológica se distribuía de forma homogénea en el 
estudio.  
La mutación en el oncogen BRAF es una de las alteraciones moleculares más habituales en el 
melanoma cutáneo55, 56, siendo BRAFV600E la más frecuente. Aunque inicialmente la presencia de la 
mutación BRAFV600E se describió con una frecuencia de hasta un 66%2 en los melanomas, estudios 
posteriores agrupando distintas mutaciones en BRAF (BRAFV600E, BRAFV600K, BRAFV600G, BRAFV600R) 
han establecido dicha frecuencia entre un 41-48%30, 58, 250, 251, 268. Los resultados obtenidos en 






una mayor presencia del subtipo de extensión superficial y a un predominio en el patrón 
exposición solar intermitente, ambas características descritas en asociación con la presencia de la 
mutación. 
  PRIMARIO MTX MTX GG MTX HEM MTX PB MÉTODO MUTACIÓN 





























   40% (n=105)   S, PS BRAF
V600E+K
 
        
Tabla 21.- Frecuencia de la mutación BRAFV600 en tumor primario y metástasis. Estudios previos. 
MTX=metástasis, GG=ganglionar, HEM=hematógena, PB=partes blandas, S=secuenciación, 
PS=pirosecuenciación. 
 
En lo que respecta a la frecuencia de la mutación en las metástasis, los resultados publicados 
hasta ahora son muy variables. En las metástasis ganglionares hemos objetivado una frecuencia 
del 52.9%, habiéndose descrito valores de entre el 40-83%41, 59, 254, 269, 271. Las investigaciones que 
analizan la frecuencia en otras metástasis son escasas y con bajo tamaño muestral, tal y como se 
muestra en la tabla 20. En nuestro estudio el hallazgo de la mutación en un 66.7% de metástasis 
en partes blandas y un 50% de metástasis hematógenas, se muestra en consonancia con los 
resultados obtenidos por otros autores mientras que la frecuencia en metástasis ganglionares es 
discretamente superior (52.9%). Dado que la presencia de metástasis ganglionares se ha asociado 
significativamente con la mutación y que nuestra muestra presenta una frecuencia elevada de 
tumores primarios BRAFM, no sorprende encontrar una frecuencia superior de metástasis 
ganglionares mutadas. En cualquier caso parece probable que el predominio de tumores 
primarios BRAFM en la muestra podría condicionar una mayor frecuencia de metástasis 














2. ASOCIACIÓN CON VARIABLES CLÍNICAS 
Las variables clínicas que se asocian de forma significativa con la presencia de mutación BRAFV600E 
en nuestro estudio son el patrón de exposición solar y la presencia de metástasis ganglionares. No 
hemos encontrado asociación significativa, aunque sí muestra una mayor frecuencia, la 
localización de la lesión primaria en el tronco y extremidades. La edad, el sexo, el fototipo, la 
presencia de múltiples nevus y nevus displásicos, las quemaduras solares en la infancia, los 
antecedentes personales o familiares de melanoma, los antecedentes familiares de otra 
neoplasia, la presencia de metástasis hematógenas, en tránsito, satelitosis, cutáneas o 
ganglionares a distancia, el estadio AJCC, la mortalidad por melanoma, la SLP y la SG no presentan 
asociación con la presencia de la mutación en el tumor primario. El estudio de la mutación en la 
metástasis tampoco reveló asociación significativa con ninguna de las variables clínicas.  
Patrón de exposición solar 
El papel que desempeña la exposición solar en el desarrollo del melanoma cutáneo ha sido puesto 
en evidencia por numerosos estudios epidemiológicos272-277. A diferencia de lo que sucede con 
NRAS, donde las mutaciones en el codón 61 se asocian a alteraciones derivadas de la formación 
de dímeros de pirimidina (CC→TT o C→T)  en relación a la exposición UV278, 279, la sustitución de 
valina por lisina (GTG→GAG) en el nucleótido 1799 causante de la mutación más frecuente en 
BRAF no se ha podido asociar con la radiación UV. Tampoco se han evidenciado en los melanomas 
mutados ninguna de las alteraciones frecuentes en los tumores inducidos por la radiación UV2.  
La existencia de una baja frecuencia de la mutación en melanomas mucosos (o con nula 
exposición)70, 280 y acrales hizo pensar en la asociación de esta mutación con el daño solar. Es más, 
en un estudio se encontró una asociación significativa entre la presencia de la mutación en 
melanomas primarios con una mayor y más precoz exposición a la radiación UV a lo largo de la 
vida del paciente60, aunque la información clínica se basaba en un cuestionario autoadministrado 
y una entrevista telefónica. Nuestro estudio no ha mostrado asociación significativa de la 
mutación con la presencia de quemaduras solares en la infancia o la exposición a cabinas de rayos 
UVA, aunque la disponibilidad de esta información en la historia clínica del paciente era baja.   
Por otro lado, los pacientes portadores de mutaciones germinales en MC1R se caracterizan por 
una mayor producción de feomelanina que condiciona una capacidad disminuida de bronceado 
con un mayor número de quemaduras solares. Todo ello hace que con frecuencia presenten 






Recientemente se ha publicado que dichos pacientes, que también presentan con frecuencia un 
mayor grado de elastosis y daño actínico crónico, tendrían un menor riesgo de desarrollar 
tumores con mutaciones somáticas en BRAF281. Este riesgo sería además especialmente bajo en 
los tumores localizados en zonas más expuestas como cabeza y cuello282.  En nuestro estudio la 
mutación no se ha asociado de forma significativa con el fototipo ni con la elastosis, por tanto no 
se puede establecer que estos pacientes tengan un menor riesgo de desarrollar tumores BRAFM.  
Utilizando la elastosis como marcador indirecto de daño por exposición solar crónica, algunos 
autores100, 101, 283 encuentran una menor prevalencia de daño actínico crónico en los tumores 
BRAFM frente a los BRAFWT. La mayor parte de las investigaciones coinciden en una asociación 
significativa de la presencia de la mutación en BRAF con el patrón de exposición solar 
intermitente y no con el patrón crónico30, 38, 45, 60, 83, 99, 284-287. Podría pensarse que la asociación de 
melanomas BRAFM con el patrón de exposición solar intermitente se debe a que éstos son más 
frecuentes en localizaciones poco expuestas como el tronco, cuya relación con la mutación ha 
sido apuntada en algunos estudios. Pero en un reciente estudio, Bauer y cols283 identifican en un 
análisis multivariante de pacientes procedentes de Europa, USA y Australia que el patrón de 
exposición solar es una variable significativamente asociada a la presencia de la mutación BRAF, 
sin influencia de la edad o de la localización anatómica de la lesión. En nuestro estudio la 
localización anatómica en cambio no se asoció significativamente con la mutación y sí lo hizo de 
forma robusta el patrón de exposición solar, apoyando la teoría de que el factor que 
significativamente influye en la presencia de la mutación no es tanto la localización anatómica 
como el patrón de exposición solar. La explicación a este fenómeno podría deberse a que, tal y 
como apuntan Curtin y cols45, la exposición intermitente a la radiación solar podría hacer más 
susceptible a la piel a la radiación UV, dando lugar a una mayor probabilidad de adquirir la 
mutación BRAF.  
Sexo y edad 
Existen diversas publicaciones que analizan la asociación con variables clínicas, siendo de especial 
relevancia dos recientes meta-análisis30, 284 que incluyen a 2521 y 5744 pacientes.  En la mayor 
parte de los estudios, la mutación no parece presentar una asociación significativa con el sexo30, 30, 
38, 58, 100, 284, 288-290, aunque sí se ha evidenciado de forma no significativa una mayor frecuencia en 
mujeres (45-46% ♀ y 23-40% ♂)30, 38, 251. Esta mayor frecuencia es poco evidente en nuestro 
estudio (57.1% ♀ frente a 54.4% ♂). Respecto a la edad, numerosos análisis incluyendo un 






estudios sí indican asociación de la mutación con la aparición de melanoma cutáneo en pacientes 
jóvenes99-101, 271, 290, 291, especialmente en menores de 50-60 años58, 251, 283-285, 289. Nuestro estudio 
no muestra una asociación significativa con la edad, aunque la frecuencia de pacientes menores 
de 50 años es baja en la muestra (25.7%). Dicha predilección por pacientes de menor edad puede 
deberse al hecho de que los melanomas en pacientes jóvenes y de mediana edad son 
fundamentalmente MES y  ocurren en áreas de exposición solar intermitente, mientras que en 
pacientes con edad superior a los 60-65 años los melanomas ocurren más en áreas de exposición 
solar crónica292, 293.  Esto podría  condicionar una mayor frecuencia de la mutación en este rango 
de edad. Dado que la mayor parte de los estudios que obtienen una asociación significativa con la 
edad no realizan un ajuste mediante análisis multivariante con el subtipo histológico o el patrón 
de exposición solar cuando este es significativo, muchos de los resultados publicados hasta ahora 
deben valorarse con cautela.  
Localización anatómica 
El patrón de distribución anatómica del melanoma cutáneo ha sido ampliamente estudiado. 
Diversos estudios han establecido que la localización más frecuente de aparición del melanoma es 
la cara posterior tronco292, 294-296. El orden descrito por frecuencia de aparición sería: tronco (46-
57%), extremidades (37-46%) y cabeza y cuello (17-28%)30, 251, 284. La presencia de lesiones en  
zonas cubiertas como nalgas, mucosas o zonas acras es un evento más infrecuente. En nuestra 
serie obtuvimos resultados algo distintos siendo la localización más frecuente en extremidades 
(55%), mientras que en tronco y cabeza/cuello alcanzó un porcentaje inferior (45% y 15% 
respectivamente). Este mayor porcentaje podría deberse a una frecuencia discretamente superior 
de mujeres en la muestra, ya que en el sexo femenino se ha descrito una afectación en MMII más 
elevada.  
Respecto a la relación entre la mutación BRAFV600E y la localización anatómica, algunos estudios 
encuentran una asociación significativa con la localización en tronco indicando que la presencia en 
cabeza y cuello podría ser un factor protector30, 40, 45, 83, 99, 100, 100, 101, 282, 285, 285, 291.  Otros estudios58, 
251, 268, 289 en cambio no han mostrado asociación con la localización. Nuestro estudio no ha 
encontrado una asociación significativa con la localización, aunque sí ha evidenciado una 
frecuencia claramente superior de pacientes con melanoma en tronco (64.7% frente a 35.7%) y 
extremidades (58.2% frente a 41.8%) portadores de la mutación. De los localizados en cabeza y 
cuello, sólo uno de ellos era un LMM, siendo 10 casos MES y 4 casos MN, cabe esperar por tanto 






En los resultados del estudio destaca también la presencia de 6 melanomas de localización sacra, 
todos ellos portadores de la mutación. Esta característica no ha sido descrita hasta el momento 
actual en la literatura científica. Cabe plantearse si la localización sacra sería una variable 
predictiva de la presencia de la mutación, aunque dado el bajo tamaño muestral en nuestra 
muestra no podemos afirmarlo con seguridad. Será preciso ampliar con futuros estudios este 
nuevo hallazgo.    
Múltiples nevus, síndrome del nevus displásico y antecedentes de melanoma 
Estudios previos han establecido que la presencia de múltiples nevus es un factor de riesgo en el 
desarrollo de melanomas cutáneos en tronco297-300. Podría plantearse por tanto, que los 
melanomas de los pacientes con múltiples nevus presentasen una mayor frecuencia mutaciones 
en BRAF. Llamativamente, son varios los estudios que no encuentran asociación entre la presencia 
de múltiples nevus y melanomas portadores de la mutación58, 285, aunque los resultados son 
dispares encontrando otros estudios una asociación significativa38, 60, 101, 290, 291. En nuestra 
población no se ha encontrado significación ni con la presencia de múltiples nevus ni con nevus 
displásicos. Recientemente se ha evidenciado que los nevus de pacientes con síndrome del nevus 
displásico no son portadores de la mutación somática301 ni germinal302en BRAF, por lo que cabe 
esperar que los melanomas desarrollados sobre nevus en estos pacientes tampoco se encuentren 
mutados.  
La asociación de la mutación con la presencia de un segundo melanoma sólo ha podido ser 
establecida en un estudio que agrupaba 100 pacientes con melanoma múltiple271. Por el 
momento en la mayor parte de las series no se ha demostrado ni la relación con melanoma 
múltiple ni con antecedentes familiares de melanoma58, 285. En nuestro estudio de los ocho 
pacientes con melanomas múltiples la mitad eran portadores de la mutación, mientras que en los 
pacientes con antecedente familiar de melanoma un 62.5% eran portadores de la mutación. En 
cualquier caso, la baja frecuencia de melanomas múltiples o antecedentes familiares de 
melanoma no permitió obtener resultados significativos.  
Metástasis y estadio tumoral 
La mutación activadora BRAF se ha correlacionado en algunos estudios con un curso más agresivo 
de la enfermedad y ha mostrado una cierta relevancia en la progresión58.  Recientemente, algunos 
autores han relacionado la presencia de esta mutación en el tumor primario con una mayor 






asociación significativa con la presencia de metástasis ganglionares (n=44) mientras que Shinozaki 
y cols251 hallan también una frecuencia mayor de este tipo de metástasis aunque no de forma 
significativa en un estudio con un bajo tamaño muestral (n=12). En nuestro estudio que presenta 
un tamaño muestral superior (n=52) sí hemos podido objetivar una asociación significativa (OR 
2.24 IC95% 1.15-4.38 p=0.018) con la presencia de metástasis ganglionares. Esta asociación 
indicaría una mayor capacidad de invasión linfática de estos tumores y por tanto una predilección 
por esta vía de diseminación en los tumores portadores de la mutación BRAFV600E. Dicha hipótesis 
va en consonancia con nuestros resultados que muestran una mayor invasión perivascular en los 
tumores primarios BRAFV600E.  
En lo que respecta a otras metástasis (hematógenas, partes blandas, en tránsito, satelitosis y 
ganglionares a distancia) no hemos hallado una asociación significativa. Revisando la literatura, 
los resultados de asociación de estas metástasis son más controvertidos: algunos autores 
encuentran una mayor incidencia de metástasis hepáticas268, otros una mayor frecuencia de 
lesiones “a distancia” aunque no de forma significativa290, otros contrariamente una menor 
incidencia de metástasis hematógenas y de localizaciones no linfáticas100, pero la mayor parte de 
los estudios evidencian la misma ausencia de asociación270, 289 hallada por nosotros.   
Resulta además llamativo que, en la mayoría de las publicaciones, el estadio tumoral de la AJCC 
no ha evidenciado una asociación estadísticamente significativa con la mutación58, 251, 270, 289, 303, 
incluso a pesar de encontrar asociación con la presencia de metástasis ganglionares100. Aunque 
algunos estudios sí encuentran una asociación significativa con estadios avanzados (III-IV) con 
hasta un 37% de los tumores mutados284, debe tenerse en cuenta que muchos de ellos no hacen 
un análisis multivariante ajustando por otros factores de mal pronóstico (como la ulceración o el 
índice de Breslow)288 y que incluso utilizan variables surrogadas asumiendo la presencia de la 
mutación99. En el meta-análisis de Lee y colaboradores30 no encuentran asociación significativa 
con la estadificación T correspondiente al TNM, pero no analizan los estadios de la AJCC. En 
nuestro estudio, el estadio II de la AJCC se encuentra asociado significativamente con la ausencia 
de mutación. Llama además la atención la elevada frecuencia de tumores portadores de la 
mutación en estadio I (66.7% mutados) y estadio III (65.9% mutados) frente a otros estadios 
(41.5% y 53.8% en II y IV respectivamente). Dado que se ha demostrado que los pacientes en 
estadio IIB y IIC tienen peor pronóstico que los pacientes en estadio IIIA y IIIB304, esto podría 
explicar cómo a pesar de una mayor tendencia a desarrollar metástasis ganglionares, el 






Nuestros resultados apoyan por tanto la evidencia actual de una mayor capacidad de desarrollo 
de metástasis linfáticas en tumores primarios portadores de la mutación BRAFV600E, sin que haya 
una clara asociación con otro tipo de metástasis.  
 
3. VALOR PRONÓSTICO DE LA MUTACIÓN: SUPERVIVENCIA LIBRE DE 
ENFERMEDAD, SUPERVIVENCIA ESPECÍFICA Y SUPERVIVENCIA GLOBAL. 
 
La mayor frecuencia de metástasis ganglionares en tumores portadores de la mutación hace 
surgir la pregunta de si esta mutación puede tener un impacto en el pronóstico de la enfermedad. 
Esta determinación implica una gran relevancia clínica pues si la presencia de la mutación 
conllevase un peor pronóstico, sería un argumento que apoyaría la necesidad de tratamiento 
adyuvante en estos pacientes.  
A este respecto, son varios los estudios que han mostrado los mismos resultados que nuestro 
análisis, con una ausencia de correlación significativa con el impacto en la supervivencia global40, 
100, 101, 251, 268, 288, 290, 305 y la supervivencia libre de progresión58, 100, 101, 251, 268, 290, incluso a pesar de 
haberse correlacionado la mutación con una mayor incidencia de metástasis en alguno de ellos100, 
268, 290.  Ningún estudio analiza sin embargo la supervivencia específica por melanoma. 
Recientemente, Long y colaboradores han mostrado la presencia de una menor SG, aunque sólo 
en el subgrupo de pacientes en estadio IV portadores de la mutación, sin impacto en la SLP. Este 
hallazgo sorprende, dado que la mayor parte de los tumores no portadores de la mutación en 
BRAF sí son portadores de mutaciones en NRAS, sobre todo teniendo en cuenta que esta 
mutación sí ha mostrado un impacto negativo en la supervivencia global306, 307. Sería interesante 
analizar la muestra no mutada de estos autores y ver si se trata de tumores portadores en NRAS o 
no portadores de ninguna de ambas mutaciones.  
Nagore y cols308 en una muestra de 147 pacientes en estadio I y II de la AJCC, encuentran una 
menor SLP en pacientes portadores de la mutación (HR 2.2 IC 95% 1.1-4.3) tras un seguimiento 
medio de 48 meses, aunque sin afectar a la SG.  Kumar y colaboradores309 hallan una asociación 
significativa de la mutación en el tumor primario con una duración de respuesta más corta a 
tratamientos de quimioterapia combinada con IFN. Houben y colaboradores310 no encuentran 
impacto en la SG de la mutación en el tumor primario pero sí en el desarrollo de metástasis 






mutación V600, no en los tumores primarios, sino en ganglios metastásicos de pacientes en 
estadio III de la AJCC hallando una mayor mortalidad en aquellos que presentaban la mutación 
(83% frente al 60% en metástasis BRAFWT) con una menor SG (1.4 frente a 2.8 años en metástasis 
BRAFWT). Las dos variables que mostraron de forma significativa ser un factor de riesgo para el 
desarrollo de metástasis a distancia y una menor SG fueron el número de ganglios afectos y la 
presencia de la mutación BRAFV600 en la metástasis ganglionar. Este estudio incluye a pacientes en 
tratamiento con ipilimumab y vacunas, aunque se aclara que los pacientes incluidos no mostraron 
respuesta al tratamiento. Además, en aquellos pacientes que iniciaron tratamiento con 
inhibidores de BRAF se paró su seguimiento y por tanto no se mostró el seguimiento real en 
muchos casos portadores de la mutación. Se excluyeron también a aquellos pacientes con 
metástasis ganglionares <2 mm por considerar que pudiesen dar errores en la determinación de 
la mutación, seleccionando así un grupo de pacientes con peor pronóstico.  
En nuestro estudio(que no incluía ningún paciente tratado con BRAFi y en el que se excluyó a los 
pacientes tratados con ipilimumab del análisis) tanto la mortalidad general como la específica 
atribuible a muerte por melanoma no muestran una asociación significativa con la presencia de la 
mutación en el tumor primario, en las metástasis ganglionares ni en el resto de metástasis. La 
media de SG, SE y SLP es, en cambio, más prolongada para aquellos pacientes portadores de la 
mutación tanto en el tumor primario como en las metástasis (incluyendo el subanálisis en 
metástasis ganglionares). Se objetiva también una mayor tendencia de los pacientes portadores 
de la mutación a presentar metástasis ganglionares (67.2%), en tránsito (66.7%) y satelitosis 
(62.5%) frente a aquellos no portadores (47.7%, 54% y 53.4% respectivamente). En cambio 
aquellos tumores no portadores de la mutación presentan con mayor frecuencia metástasis 
hematógenas (57.7%) y ganglionares a distancia (56.3%) frente a los tumores mutados (48.5% y 
40% respectivamente). Por otro lado, la SG en pacientes con metástasis ganglionares, satelitosis y 
en tránsito (estadio III de la AJCC) se ha reportado de hasta un 23-85% a 5 años, mientras que en 
el estadio IV (metástasis hematógenas y a distancia) el pronóstico es poco alentador con una SG 
de entre 8-18 meses1, 311. Dado que los pacientes con metástasis hematógenas y ganglionares a 
distancia presentan un peor pronóstico que aquellos con metástasis ganglionares, esto explicaría 
por qué los pacientes con tumores BRAFM presentan una mayor supervivencia frente a aquellos 









4. ASOCIACIÓN CON VARIABLES HISTOPATOLÓGICAS 
El análisis de las variables histopatológicas en nuestro estudio ha mostrado una asociación 
significativa de la presencia de la mutación BRAFV600E en el tumor primario con el subtipo 
histológico, la consumición epidérmica y la invasión perivascular. La necrosis y la afectación 
extracapsular se han mostrado por otro lado factores de riesgo para la presencia de la mutación 
en la metástasis ganglionar.  
 
4.1. Asociación con variables histopatológicas en el tumor primario 
 
Subtipo histológico 
Nuestros hallazgos de una asociación significativa con el subtipo MES van en consonancia con los 
publicados por la mayor parte de los estudios, incluyendo dos recientes meta-análisis30, 284. En 
todos ellos encuentran una asociación significativa de la presencia de la mutación en BRAF con 
patrón histológico de melanoma de extensión superficial, estando presente en un 49-50.4% de los 
casos (OR 2.021 95% IC 1.440-2.835 p<0.001)30, 38, 45, 58, 83, 99-101, 270, 271, 284, 285, 291, 312, 313. Son pocos los 
estudios que no hallan significación estadística a este respecto289.   
La presencia de BRAFV600 en el subtipo LMM (22%) o MLA (15-20%) es poco frecuente2, 30, 45, 284 
según estos autores. En nuestro estudio encontramos resultados similares en MLA con una 
frecuencia de tumores mutados de un 20%. En el caso del LMM, sólo un tumor de toda la muestra 
pertenecía a este subtipo, siendo no portador de la mutación BRAFV600E. La asociación con el 
patrón tipo MN se ha objetivado en algunos estudios58, 101, 271, aunque la mayor parte de los 
autores refieren una distribución heterogénea de la mutación. Dos meta-análisis recientes 
muestran una frecuencia de hasta un 41% aunque sin asociación estadísticamente significativa30, 
284. Nuestros resultados muestran una frecuencia superior, alcanzando el 53.1% de tumores 
mutados con significación estadística en el estudio multivariante (p=0.015). Esto puede deberse a 
que, tal y como proponen algunos autores100, el subtipo MN sea una progresión acelerada de los 
otros subtipos y la frecuencia elevada de MN mutados sea un reflejo de la elevada frecuencia de 







Consumición epidérmica e invasión perivascular 
La consumición epidérmica es una característica histopatológica recientemente descrita. Se le ha 
atribuido relación con una mayor ulceración y tasa de proliferación celular en melanoma314. 
Algunos autores incluso la han propuesto como una característica distintiva entre nevus y 
melanoma315. Se trata de una variable no recogida hasta ahora en estudios referidos a la 
mutación BRAF en melanoma. Nuestros resultados encuentran una asociación significativa con la 
consumición epidérmica (OR 3.06 IC 95% 1.54-6.05 p=0.001), perdiendo potencia esta asociación 
en el estudio multivariante. El hallazgo de una asociación significativa de la consumición 
epidérmica con tumores BRAF mutados no había sido estudiado hasta ahora, por lo que esta  
posible asociación abre una nueva línea de investigación en este campo.   
La invasión perivascular ha mostrado asociación significativa con tumores portadores de la 
mutación en nuestro estudio (OR 2.01 IC 95% 1.02-3.95 p=0.044), perdiendo también potencia 
dicha asociación en el estudio multivariante aunque manteniéndose con valores de p<0.1. La 
limitación de este hallazgo radica en la no utilización de técnicas inmunohistoquímicas para su 
valoración. La presencia de invasión linfovascular se ha asociado a una mayor tasa de metástasis 
ganglionares316, aunque esta mayor asociación no ha sido estudiada sin embargo con la invasión 
perivascular.  Aún así, la asociación significativa de esta variable, no descrita hasta el momento 
actual, podría explicar la mayor tendencia a desarrollar metástasis linfáticas por parte de estos 
melanomas.  
Índice de Breslow y nivel de Clark 
Nuestros hallazgos no muestran asociación de la mutación con el índice de Breslow. Aunque en 
dos estudios la presencia de la mutación se objetivó con mayor frecuencia en melanomas 
invasores (29-50%) que en melanomas in situ (5.6-10%)38, 62 cabe destacar que, dentro de los 
melanomas invasores, son varios los autores que asocian la presencia de la mutación con un 
menor grosor tumoral (<1mm) y su ausencia en tumores gruesos (>4mm)30, 285. A pesar de ello, la 
mayor parte de las publicaciones38, 58, 59, 268, 270, 284, 288, 289, 303, 317, incluyendo nuestro estudio y dos 
recientes meta-análisis30, 284   no encuentran una asociación significativa. Esto podría deberse a 
que el grupo de los melanomas in situ estudiados estuviese constituido fundamentalmente por 
lesiones tipo léntigo melanoma. También podría influir que el subtipo MES (que presenta con 
mayor frecuencia la mutación) suela asociarse con grosores menores que MLA y MN. Resultados 






asociación con un mayor grosor tumoral288, estudios posteriores con mayor tamaño muestral han 
mostrado la ausencia de asociación38, 40, 318.  
El nivel de Clark no se ha asociado significativamente con la mutación en el tumor primario en 
nuestro estudio. Son pocos los estudios que valoran esta asociación. Ellerhorst y cols288 
encuentran asociación entre la presencia de mutación en BRAF y NRAS con niveles Clark más 
profundos, aunque en dicho análisis los resultados atribuibles a BRAF quedan alterados por el 
análisis conjunto con NRAS. 
Ulceración e índice mitótico 
Al igual que en nuestro análisis, la mayor parte de los estudios, incluyendo un reciente meta-
análisis284, tampoco encuentren significación al valorar la asociación de la mutación en el tumor 
primario con la ulceración histológica38, 40, 58, 270, 285, 289, 317.  Sólo dos autores288, 303 encuentran 
asociación con la ulceración, siendo uno de los estudios llevado a cabo en población asiática con 
una elevada frecuencia (62%) de melanomas mucosos y MLA, lo que podría condicionar una 
mayor frecuencia de tumores ulcerados en la muestra.  
El índice mitótico ha sido poco estudiado en las distintas publicaciones y con resultados dispares. 
Algunos de los autores encuentran resultados similares a nuestro estudio, sin significación 
estadística270, 288, 317. Otros en cambio encuentran una asociación significativa con una menor tasa 
de mitosis285. Finalmente otros autores sí encuentran significación con la presencia de mitosis58. 
En nuestro estudio ausencia de mitosis atípicas se asoció con la presencia de la mutación (OR 0.47 
IC 95% 0.20-1.12 p=0.087) con valores próximos a la significación aunque sin alcanzarla. No 
evidenciamos en cambio  asociación con la presencia de mitosis o el índice mitótico.  
Pigmentación 
Los tumores portadores de la mutación BRAFV600E en nuestro estudio son con mayor frecuencia 
lesiones pigmentadas mientras que los tumores no mutados son más frecuentemente no 
pigmentados. Dicha asociación con la pigmentación, tanto macroscópica285 como 
microscópicamente99, 100, ya ha sido descrita en publicaciones previas aunque en nuestro estudio 
no alcanzó significación estadística (OR 2.07 IC 95% 0.95-4.50 p=0’067). La pigmentación en el 
melanoma depende de la melanina, cuya producción se encuentra regulada por la tirosinasa que 
a su vez es controlada por el MITF. Recientemente se ha mostrado que la transcripción, función y 






pigmentación podría deberse a la disregulación del MITF secundaria a una activación constitutiva 
de esta vía.  
Otras variables histopatológicas 
Dado que la mutación está presente en hasta un 89% de nevus benignos38, 41, 66, cabria esperar 
una asociación significativa con la presencia histológica de nevus previo. Sin embargo esta 
asociación no ha sido evidenciada en nuestro estudio ni en otros publicados58, 101. Por otro lado, la 
mayoría de los melanomas se inician de novo y no sobre una lesión névica preexistente. Algunas 
publicaciones sí encuentran una mayor frecuencia con la coexistencia histológica de una lesión 
névica38, 40.  A pesar de ello, cabe destacar que la mayoría de los autores coinciden en que no 
todos los melanomas desarrollados sobre nevus son portadores de la mutación38, 101.  
La celularidad predominante en melanomas portadores de BRAFV600E en nuestro estudio es de tipo 
epitelioide sin alcanzar (aunque próxima) la significación en la regresión logística (OR 4.01 IC 95% 
1.54-10.48 p=0.005) aunque perdiéndose significación en el estudio multivariante. El 
epdermotropismo y la extensión pagetoide, al igual que sucedía con la pigmentación, se muestran 
como factores asociados también próximos a la significación con valores de p<0.1 (OR 1.81 IC 95% 
0.90-3.64 p=0.096 y OR 2.09 IC 95% 0.91-4.79 p=0.082 respectivamente). Estas tres características 
han sido descritas también por Viros y cols99 asociadas a la mutación BRAF. La presencia de 
micronódulos aparece también como un posible factor asociado a la mutación (OR 2.31 IC 95% 
0.90-5.97 p=0.083).  Aunque evidenciamos una asociación con la celularidad epitelioide, el 
epidermotropismo, la extensión pagetoide y la presencia de micronódulos, no podemos validar 
esta afirmación al no alcanzar estos parámetros significación estadística.  
Otras variables como el infiltrado inflamatorio se han asociado con la mutación en otros 
estudios40 , no así en nuestros resultados. La asociación de la mutación con la fase de crecimiento, 
la necrosis, la atipia citológica, las satelitosis microscópicas, la discohesión, el subtipo polipoide y 
la regresión no habían sido estudiadas hasta el momento actual, pero no muestran asociación en 
nuestros resultados.  
 
4.2. Asociación con variables histopatológicas en la metástasis ganglionar 
Sólo un estudio publicado hasta el momento por Moreau y cols270 que analiza las características 
histopatológicas de las metástasis ganglionares y lo comparan con la presencia de la mutación en 






(85.7%) en tumores BRAFM aunque sin alcanzar significación estadística. No encuentra asociación 
con la extensión de la metástasis, subdividiéndolas en macro y micrometástasis, no analizando en 
el tipo de metástasis o la necrosis.  
En consonancia con sus resultados, encontramos una mayor frecuencia de extensión 
extracapsular de las metástasis, con una asociación significativa (OR 9.68 IC 95% 1.11-84.46 
p=0.040), hallando también una asociación con la necrosis en la metástasis (OR 6.47 IC 95% 1.25-
33.52 p=0.026). Al igual que en el estudio de Moreau y cols tampoco encontramos significación 
con la extensión de la metástasis, siendo nuestra descripción (masiva, subcapsular, 
intraparenquimatosa, subcapsular e intraparenquimatosa) más detallada al respecto.  Nuestros 
resultados indican que la presencia de extensión extracapsular y la necrosis en metástasis 
ganglionares podrían ser una característica predictiva de la presencia de la mutación BRAFV600E.  
 
5. CONCORDANCIA MUTACIONAL ENTRE EL TUMOR PRIMARIO Y LAS METÁSTASIS.  
Dado que la discordancia entre el estado mutacional del tumor primario y las metástasis, ya ha 
sido objetivada en otros tumores321  y esta constituye una causa de resistencia al tratamiento, uno 
de los objetivos principales de nuestro estudio era valorar el grado de concordancia de la 
mutación BRAFV600E entre tumores primarios y sus correspondientes metástasis. En el melanoma 
metastásico, el estudio de otras mutaciones como NRAS habían mostrado una concordancia 
elevada318.   
Los resultados obtenidos en nuestro estudio, realizados con RT-qPCR, inicialmente presentaban 
doce casos discordantes. De esos 12 casos, sólo en 6 se disponía de material suficiente para poder 
ser estudiados en otro centro mediante técnicas de secuenciación de Sanger e 
inmunohistoquímica VE1. En todos los casos estudiados mediante técnicas complementarios  se 
observó concordancia entre el tumor primario y la metástasis. Analizando estos casos 
discordantes, objetivamos que ninguna de las metástasis se trataba de tumores muy pigmentados 
o eran portadores de la mutación BRAFV600K. Sin embargo, la mayor parte de ellas presentaban un 
bajo porcentaje (<10%) de celularidad tumoral, motivo que podría explicar la negatividad inicial 
mediante RT-qPCR y la posterior positividad mediante inmunohistoquímica. Por tanto, la 
discordancia inicialmente obtenida fue menor tras emplear técnicas diagnósticas 
complementarias como la secuenciación o la inmunohistoquímica VE1, mostrando en este último 






discordantes, dada la imposibilidad de realización de técnicas complementarias, no pudo 
descartarse que la discordancia se debiese a un fallo en la detección mediante RT-qPCR.  
La tasa de concordancia global en nuestro estudio ascendió a un 90% de concordancia entre 
tumores primarios y sus correspondientes metástasis. Estos resultados se mantuvieron elevados 
tanto en metástasis ganglionares (88.2%), como hematógenas (100%) y en partes blandas (93%). 
Aunque globalmente son resultados sólidos de concordancia por el tamaño muestral, cabe 
destacar que en el subgrupo de las metástasis hematógenas se dispone de un bajo número de 
casos. Estudios previos con un menor tamaño muestral251-253 habían obtenido resultados dispares, 
tal y como puede objetivarse en la tabla 21. Más recientemente, un estudio ya con una muestra 
considerable250 obtiene resultados globales similares con una elevada concordancia en metástasis 
linfáticas.  
En nuestro estudio todos los casos discordantes se trataban de tumores primarios mutados  
(BRAFM) con metástasis no portadoras de la mutación (BRAFWT).  Si revisamos las discordancias en 
los estudios publicados podemos objetivar también resultados dispares al respecto (Tabla 21):  
 
 Colombino y colaboradores250 encuentran una baja tasa de discordancia (15 de 165 casos), 
siendo las lesiones discordantes un 53% tumores primarios BRAFWT con metástasis BRAFM y un 
47% tumores primarios BRAFM con metástasis BRAFWT.  
 Saroufim y colaboradores301 estudian 40 muestras de tumores primarios y metástasis 
emparejadas, de las cuales sólo se dispone de tejido suficiente en 33. En 6 casos obtienen 
resultados no valorables con PCR por lo que recurren a la inmunohistoquímica. Objetivan una 
concordancia en 26 casos (79%), siendo los casos discordantes 5 tumores primarios BRAFM con 
metástasis BRAFWT y 2 primarios BRAFWT con metástasis BRAFM.  
 Shinozaki y colaboradores251 encuentran discordancia en 8 casos de 13 estudiados siendo 
todos los casos  tumores primarios BRAFWT que presentaban metástasis BRAFM.  Los autores 
indican que la presencia de la mutación podría adquirirse durante la progresión de la 
enfermedad. 
 Lin y colaboradores252 objetivaron discordancia en muestras de 3 pacientes en los que las 
poblaciones celulares BRAFM en tumores primarios inicialmente heterogéneos se 
seleccionaban positivamente. Una de ellas se trataba de una recurrencia mutada en un 
paciente con un tumor primario originariamente no portador de la mutación. Otra de las 






predominancia de la mutación BRAFV600K en 7 de las 9 metástasis viscerales y subcutáneas. 
Finalmente un tercer paciente con tumor primario portador de la mutación BRAFV600K mostraba 
un mayor número de alelos mutados en la metástasis ganglionar. Apuntaban dichos autores 
que incluso en melanomas acrales y mucosos pueden hallarse pequeñas subpoblaciones 
minoritarias con mutación en BRAF en el tumor primario que posteriormente predominen en 
las metástasis.  
 Houben y colaboradores310 estudian NRAS y BRAF en una muestra de 24 metástasis 
emparejadas encontrando discordancia en 7 casos. En 3 casos se trata de tumores primarios 
BRAFWT que presentan metástasis BRAFM (V600E, V600R, V600K). Otros dos casos son tumores 
inicialmente mutados (BRAFV600E) cuyas metástasis son BRAFWT, pero adquieren mutaciones en 
NRAS que no estaban presentes en el tumor primario. El resto de los casos muestran 
discordancia mutacional exclusivamente en NRAS.  
 Omholt y colaboradores39 estudian BRAF en 71 melanomas primarios de los que en 51 casos 
pueden estudiarse metástasis emparejadas aunque sin no especifican el tipo de metástasis. 
Sólo 2 casos presentan discordancia siendo tumores primarios BRAFWT con metástasis BRAFM.  
En 17 casos estudian además metástasis consecutivas, encontrando sólo un caso discordante 
de un paciente con primario BRAFM que desarrolló posteriormente una metástasis BRAFM y 
otra BRAFWT.  
 Akslen y colaboradores305 estudian 18 casos, de ellos en 17 obtienen resultados mostrando 
sólo 2 casos discordantes siendo en ambos casos tumores primarios BRAFWT. 
 Yancovitz y colaboradores253 estudian la concordancia de BRAF en 18 tumores y sus 
correspondientes metástasis. De los ocho casos discordantes, seis son tumores BRAFWT con 
metástasis BRAFM, mientras que dos son tumores BRAFM con metástasis BRAFWT. 
 Busam y colaboradores322 realizan un estudio con muestras de pacientes con estado 
mutacional ya conocido por secuenciación en las que valoran los resultados de la tinción 
inmunohistoquímica VE1. Entre los casos se encuentra un tumor primario BRAFM en el que se 
valora su correspondiente metástasis, que muestra concordancia.  
Son varios los estudios en los que no se dispone del tumor primario pero sí de varias metástasis 
de un mismo paciente para analizar la concordancia. Un estudio interesante es el de Sigalotti y 
colaboradores323 que analiza metástasis iniciales (n=15) y subsecuentes (n=19) de 15 pacientes. 
Encuentran que en todos los casos se mantenía el estado mutacional de BRAF (3 BRAFWT y 12 
BRAFM), siendo la única variación objetivada la adquisición en dos casos de un estatus homozigoto 






sugiere la estabilidad del estado mutacional del melanoma tras haber alcanzado el estado 
metastásico, independientemente de la localización o intervalo de tiempo transcurrido323. 









































































   





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































con metástasis subsecuentes y Niessner y colaboradores324 objetivan en un estudio con muestras 
de metástasis cerebrales y extracerebrales emparejadas, un patrón idéntico en BRAF, NRAS y KIT. 
En contraposición, Chang y colaboradores268 analizan en su estudio 3 casos con metástasis 
múltiples en tejido criopreservado mediante secuenciación, encontrando concordancia completa 
en 1 de ellos, mientras que en los otros 2 casos encuentran metástasis discordantes. 
La discordancia entre tumores primarios y sus correspondientes metástasis podría explicarse 
basándose en una reciente teoría propuesta por Yancovitz y colaboradores253 según la cual en el 
melanoma existen subclones de distintas poblaciones dentro del mismo tumor, la llamada 
heterogeneidad intratumoral. Estos autores estudian muestras de 73 pacientes, aunque sólo en 
18 casos se corresponden con lesiones primarias y metastásicas del mismo paciente. En 6 de los 9 
tumores primarios estudiados se observó heterogeneidad intratumoral en el estado mutacional 
de las poblaciones celulares. Diversos estudios han objetivado también este fenómeno en 
metástasis de un mismo paciente40, 268.   
 
Fig.47.-Heterogeneidad intratumoral. Presencia de 
subclones portadores de la mutación BRAF
V600E
 en un 





La existencia de estas distintas poblaciones celulares, unas portadoras de la mutación y otras no, 
permitiría el desarrollo tanto de metástasis BRAFM como BRAFWT. Del mismo modo, la presencia 
de heterogeneidad intratumoral (subclones distintos en un mismo tumor) e intertumoral (entre 
lesiones primarias y sus metástasis) podrían explicar la resistencia a las terapias dirigidas y la 
progresión tras una buena respuesta inicial al tratamiento con BRAFi en algunos pacientes por 
selección clonal. Nuestro estudio demuestra además que las lesiones mutadas presentan una 
mayor tendencia a desarrollar metástasis ganglionares, queda por dilucidar cuál sería el 
mecanismo por el que se produce esta diseminación. 
La discordancia objetivada en nuestro análisis es baja (10%) y no puede descartarse que parte de 
ella se deba a un fallo para la detección de la mutación mediante RT-qPCR. En cualquier caso el 






pacientes que podrían beneficiarse de tratamiento con BRAFi y la no detección de la mutación 
supondría negarles dicha opción terapéutica. Parece por tanto lógico proponer que el tejido 
idóneo para el análisis de la mutación sea el tejido metastásico disponible más reciente, siempre 
que se disponga de una cantidad adecuada. Cuando no se disponga de acceso a dicho tejido 
metastásico, la elevada concordancia de nuestros resultados nos indica que sería correcto el 
estudio del tumor primario en su lugar. Del mismo modo, ante una progresión durante 
tratamiento con BRAFi, parece lógico analizar las nuevas metástasis valorando la posible 
progresión por parte de clones no portadores de la mutación.  
Respecto a la técnica más idónea para el análisis de la mutación, la RT-qPCR se encuentra 
actualmente validada por la FDA y la EMEA para el estudio previo al tratamiento con BRAFi. Es 
una técnica con una buena sensibilidad y especificidad, con buenos resultados tal y como hemos 
podido comprobar en nuestro análisis, además se encuentra disponible en muchos centros y es 
ofrecida de forma gratuita por la plataforma BRIGHT (www.biomarkerpoint.com) para aquellos 
pacientes candidatos al tratamiento en cuyos hospitales no dispongan de ella.  
 

















Analizando los falsos negativos en nuestro estudio, todos presentaban un porcentaje de tejido 
tumoral inferior al 5-10%. En estos casos con baja carga tumoral, la inmunohistoquímica con VE1 
resulta de especial utilidad. La tinción inmunohistoquímica es además una técnica ya empleada 
habitualmente en los laboratorios de Anatomía Patológica de la mayor parte de los hospitales y 
por tanto más accesible en la práctica clínica. Nos parece por ello un método idóneo para 
complementar el estudio de la mutación BRAFV600E en aquellos casos inicialmente discordantes o 
dudosos, especialmente en aquellos cuyas características clínico-patológicas sugieran la presencia 
de la mutación. Proponemos por tanto un algoritmo diagnóstico para la detección de la mutación 
en pacientes con melanoma metastásico (Fig.47).  
La utilización de inhibidores de BRAF como tratamiento del melanoma metastásico se ha realizado 
hasta hace poco asumiendo que el estado mutacional de los tumores metastásicos se 
correlaciona con el de los tumores primarios que los generan. La heterogeneidad intratumoral y 
los estudios de concordancia entre los que destaca nuestro estudio por su tamaño muestral, 
hacen evidente que existe una baja discordancia entre los tumores primarios y sus metástasis. La 
necesidad de un consenso en las guías sobre el tejido tumoral más adecuado para determinar el 
estado mutacional en el melanoma metastásico, la posibilidad de que pacientes portadores de la 
mutación no se beneficien de las terapias dirigidas por una detección inadecuada, así como la 
consideración de la aparición de resistencias a estos tratamientos por la presencia de discordancia 
mutacional hacen fundamental la determinación del tejido idóneo para la detección de la 
mutación en BRAF. En esta línea de trabajo, los resultados de este estudio, coordinados con los de 
otros estudios realizados en distintos centros españoles han permitido elaborar las guías actuales 
de consenso62. Del mismo modo, la existencia de variables clínico-patológicas tanto en el tumor 
primario como en las metástasis con una correlación significativa con la presencia de BRAFV600E 
como las demostradas en el presente trabajo, hace que puedan utilizarse como factores 
predictivos de la presencia de la mutación. Esta nueva información genética permitirá integrar 
estos parámetros en futuras clasificaciones del melanoma cutáneo. Las clasificaciones serán así no 
sólo con información clínica y anatomopatológica, sino también con una implicación pronóstica y 
terapéutica. Así mismo, la mejor comprensión de las alteraciones moleculares en esta 
enfermedad, permitirán el desarrollo de herramientas terapéuticas cada vez más efectivas para 


















































































1) La frecuencia de la mutación BRAFV600E en melanomas malignos invasivos diagnosticados 
en diferentes hospitales de Castilla y León es del 55’9%. Su frecuencia en las metástasis 
ganglionares, de partes blandas y hematógenas es del 52’9%, 66’7%, y 50% 
respectivamente.  Se trata de tasas discretamente superiores a lo descrito en la literatura.  
2) Las variables clínicas que se asocian significativamente a la presencia de la mutación 
BRAFV600E en el tumor primario son el patrón de exposición solar intermitente y la 
presencia de metástasis ganglionares.  
3) Las variables anatomopatológicas que se asocian significativamente con la presencia de la 
mutación BRAFV600E en el tumor primario son el subtipo melanoma de extensión 
superficial, la consumición epidérmica, la invasión linfovascular y la celularidad epitelioide. 
La presencia de necrosis y/o extensión extracapsular se asocian de forma significativa con 
la presencia de la mutación BRAFV600E en la metástasis ganglionar.  
El subtipo melanoma nodular, el epidermotropismo, la pigmentación, los micronódulos, el 
patrón pagetoide y la ausencia de mitosis atípicas son factores histopatológicos asociados 
a la mutación BRAFV600E en el tumor primario, con una asociación próxima a la significación 
estadística aunque sin alcanzarla.  
4) Los pacientes con melanomas portadores de la mutación BRAFV600E  presentan una mayor 
supervivencia global, supervivencia específica por melanoma y supervivencia libre de 
progresión, aunque dicha asociación no muestra significación estadística.  
5) En los casos estudiados hasta la fecha existe una alta correlación (al menos del 90%) en el 
estado mutacional de BRAFV600E entre los melanomas primarios y sus correspondientes 
metástasis. Todos los casos discordantes son lesiones metastásicas en las que no se 
disponía de tejido tumoral suficiente para el estudio mediante técnicas adicionales a la RT-






6) En base a nuestros resultados, proponemos un protocolo de identificación de la mutación 
BRAFV600E según el cual, se realizaría inicialmente la determinación mediante RT-qPCR en la 
muestra de tejido tumoral metastásico más reciente. Cuando dicha determinación sea 
negativa, la muestra deberá ser reevaluada mediante otras técnicas antes de rechazar al 
paciente como candidato a tratamiento con BRAFi. La tinción inmunohistoquímica VE-1 se 
postula como la técnica complementaria ideal, especialmente en lesiones con baja carga 
tumoral, dada su alta sensibilidad y que los estudios inmunohistoquímicos están 
implantados ya en la mayor parte de los hospitales. En aquellos pacientes en los que no se 
disponga de tejido tumoral metastásico podrá utilizarse el tumor primario para la 
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